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ΠΡΌΛΟΓΟΣ

Σύμφωνα με τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας, ίο  διάχυτο λέμφωμα 

από μεγάλα Β-λεμφοκύτταρα (DLBCL) ορίζεται ως ο διάχυτος 

πολλαπλασιασμός νεοπλασματικών Β-λεμφοκυττάρων, τα οποία έχουν 

εμφανή πυρήνα, φυσαλιδώδη χρωματίνη και βασεοφιλικό κυτταρόπλασμα. 

To DLBCL αποτελεί τον πιο συχνά εμφανιζόμενο τύπο non-Hodgkin 

λεμφώματος στο Δυτικό κόσμο (25-30%), αριθμώντας 30.000 νέες 

περιπτώσεις κάθε χρόνο. To DLBCL είναι ιδιαίτερα ετερογενές μορφολογικά, 

ανοσοφαινοτυπικά και γενετικά/μοριακά και για το λόγο αυτό αποτελεί 

αντικείμενο εκτεταμένων μελετών.

To DLBCL αποτελείται από Β-λεμφοκύτταρα πλήρως διαφοροποιημένα 

και με πλήρως ανασυνδυασμένο κυτταρικό υποδοχέα. Ο υποδοχέας των Β- 

λεμφοκυττάρων είναι μία διαμεμβρανική πρωτεΐνη και αποτελείται από δύο 

ελαφριές και δύο βαριές αλυσίδες. Η κάθε αλυσίδα κωδικοποιείται από 

πληθώρα V, J  και C γονιδίων, ενώ η βαριά αλυσίδα κωδικοποιείται και από 

D γονίδια. Ο ανασυνδυασμός τυχαίων V, D, J  και C γονιδίων οδηγεί στη 

δημιουργία ενός αντισώματος (ανοσοσφαιρίνης), εξειδικευμένου έναντι ενός 

συγκεκριμένου αντιγόνου.

Σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής είναι η εξακρίβωση της 

ύπαρξης πιθανής μονοκλωνικότητας και η ανίχνευση των κλωνικών 

αναδιατάξεων της βαριάς αλυσίδας του Β-κυτταρικού υποδοχέα σε γενετικό 

υλικό ασθενών του Πανεπιστημιακού Γενικού Νοσοκομείου Ιωαννίνων, ενώ οι 

αναδιατάξεις που θα προκύψουν από την παρούσα μελέτη θα συγκριθούν με 

ήδη κατετεθειμένες αλληλουχίες. Επιπλέον, επιθυμητό αποτέλεσμα είναι η 

εύρεση της συνηθέστερα παρατηρούμενης κλωνικής αναδιάταξης σε 

περιπτώσεις DLBCL στην περιοχή της Ηπείρου.
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1. ΔΙΑΧΥΤΟ ΛΕΜΦΩΜΑ ΑΠΟ ΜΕΓΑΛΑ Β-ΚΥΤΤΑΡΑ 

(D iffuse Large Β C ell Lym phom a/D LBC L)

1 .1 . ΜΟΡΦΟΛΟΓΙΑ

Σύμφωνα με την ταξινόμηση του Οργανισμού WHO (World Health 

Organization) (1), το διάχυτο λέμφωμα από μεγάλα Β-λεμφοκύτταρα 

(DLBCL/ WHO-ICD-O: 9680/3) ορίζεται ως ο διάχυτος πολλαπλασιασμός 

νεοπλασματικών Β-λεμφοκυττάρων, τα οποία έχουν εμφανή πυρήνα, 

φυσαλιδώδη χρωματίνη και βασεοφιλικό κυτταρόπλασμα. Ο πυρήνας τους 

έχει μέγεθος μεγαλύτερο από το διπλάσιο του πυρήνα δύο μικρών 

λεμφοκυττάρων ή μεγαλύτερο από τον πυρήνα ενός φυσιολογικού 

ιστιοκυττάρου. Τα νεοπλασματικά κύτταρα του λεμφώματος DLBCL μοιάζουν 

συνήθως με κεντροβλάστες (πολλαπλά περιφερικά τοποθετημένα πυρήνια) ή 

ανοσοβλάστες (ένα κεντρικά τοποθετημένο πυρήνιο) και παρουσιάζουν 

υψηλό κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Το αντίστοιχο φυσιολογικό Β- 

λεμφοκύτταρο του DLBCL NOS είναι Β-λεμφοκύτταρο του βλαπτικού 

κέντρου (germinal center) ή σταδίου διαφοροποίησης μετά το βλαπτικό 

κέντρο (post germinal center).

To DLBCL εμφανίζει μεγάλη μορφολογική, ανοσοφαινοτυπική και 

γενετική/μοριακή ετερογένεια (2-7). Για το λόγο αυτό, το DLBCL 

περιλαμβάνει διάφορες μορφολογικές ποικιλίες, ανοσοφαινοτυπικούς και 

μοριακούς υπότυπους, αλλά και ξεχωριστές ανοσολογικές οντότητες. Ωστόσο, 

ένας μεγάλος αριθμός περιπτώσεων DLBCL παραμένει αταξινόμητος καθώς 

δεν υπάρχουν αποδεκτά κριτήρια ταξινόμησής τους. Οι περιπτώσεις αυτές 

καλούνται διάχυτα λεμφώματα από μεγάλα Β-λεμφοκύτταρα μη περαιτέρω



Λ

προσδιοριζόμενα (Diffuse Large B-cell Lymphomas Non Otherwise 

Specified/ NOS).

1 .2 . ΕΝΤΟΠΙΣΗ -  ΚΛΙΝΙΚΗ ΕΙΚΟΝΑ

To διάχυτο λέμφωμα από μεγάλα Β-λεμφοκύτταρα αποτελεί τον πιο 

συχνά εμφανιζόμενο τύπο non-Hodgkin λεμφώματος στο Δυτικό κόσμο (25- 

30%) αριθμώντας 30.000 νέα περιστατικά κάθε χρόνο, ενώ η νόσος 

εμφανίζεται με μεγαλύτερη συχνότητα στις αναπτυσσόμενες χώρες (8). Το 

μεγαλύτερο ποσοστό κρουσμάτων της νόσου παρατηρείται κατά την έβδομη 

δεκαετία στη ζωή των ασθενών.

,, Η νόσος πλήττει κυρίως λεμφαδένες (60% των περιπτώσεων), αλλά
ι

μπορεί να έχει και εξωλεμφαδενική εντόπιση (κυρίως στο γαστρεντερικό

σύστημα, στόμαχο και ειλεοτυφλική περιοχή), αλλά κάθε εξωλεμφαδενική
I’

εντόπιση μπορεί να αποτελεί πρωτοπαθή θέση ανάπτυξης του λεμφώματος. 

V Οι ασθενείς εμφανίζουν συνήθως διόγκωση μονήρους ή πολλαπλών

λεμφαδένων ή μία ταχέως αναπτυσσόμενη ογκόμορφη αλλοίωση. Οι 

περισσότεροι ασθενείς είναι ασυμπτωματικοί ή εμφανίζουν συμπτωματολογία 

εξαρτώμενη από τη θέση ανάπτυξης του λεμφώματος. Στο 10%-20% των 

περιπτώσεων DLBCL παρατηρείται διήθηση του μυελού των οστών και στο 

1 /3  αυτών των περιπτώσεων ανευρίσκονται νεοπλασματικά κύτταρα στο 

περιφερικό αίμα.

Η πλειονότητα των ασθενών αντιδρά θετικά σε πολυπαραγοντική 

χημειοθεραπεία (CHOP) με ποσοστό 50-60% να εμφανίζει υποχώρηση των 

συμπτωμάτων, ενώ η επιπρόσθετη χορήγηση avd-CD20 θεραπείας 

(rituximub /  R-CHOP) έχει αυξήσει το ποσοστό επιβίωσης των ασθενών.
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1 .3 . ΑΙΤΙΟΛΟΓΙΑ

Αν και η αιτιολογία του DLBCL παραμένει αδιευκρίνιστη στις 

περισσότερες περιπτώσεις, σημαντικό ρόλο στην εμφάνιση της νόσου 

φαίνεται να διαδραματίζει η εκ γενετής ή επίκτητη ανοσοανεπάρκεια (AIDS). 

Περιπτώσεις εμφάνισης του DLBCL σε ανοσοκατασταλμένα άτομα είναι 

συνηθέστερα θετικές στον ιό Epstein-Barr (EBV), σε σύγκριση με αυτές που 

εμφανίζονται σποραδικά.

Εκτεταμένες μελέτες σχετικά με τη μοριακή παθογένεση της νόσου,

έχουν αποδείξει ότι γονιδιακές τροποποιήσεις - όπως ενίσχυση ή απαλοιφή <·%
γονιδίων, σωματικές μεταλλάξεις και διαμεταθέσεις - συνεισφέρουν στην 

περίπλοκη διαδικασία της παθογένεσης του DLBCL.

Κυτταρογενετικές και μοριακές μελέτες σε de novo DLBCL έχουν δείξει 

την επαναλαμβανόμενη παρουσία διαμεταθέσεων, κυρίως των γονιδίων c- 

myc [t(8; 14)], bcl-2 [t( 14; 18)(q32;q21)], bcl-10 [t(l;14) (p22;q32)], ενώ 

σημαντικό ρόλο φαίνεται να διαδραματίζουν και οι τροποποιήσεις του 

γονιδίου bcl-6 (3q27), του ρ53 και του πυρηνικού παράγοντα NF-kB (9).

Η νόσος εμφανίζεται συνήθως de novo (πρωτοπαθές DLBCL) αλλά 

μπορεί να αποτελεί μετάπτωση άλλων λιγότερο επιθετικών λεμφωμάτων V* 

(δευτεροπαθές λέμφωμα) όπως λεμφοζιδιακό λέμφωμα, λέμφωμα MALT, Β 

χρόνια λεμφοκυτταρική λευχαιμία (BCLL) και άλλα.

1 .4 . ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ -  ΥΠΟΤΥΠΟΙ

Σύμφωνα με την ταξινόμηση της WHO (10), υπάρχουν τρεις βασικές 

διακριτές μορφολογικές ποικιλίες DLBCL NOS και κάποιες σπάνια 
εμφανιζόμενες:

• Κεντοοβλαστίί^ή ποικιλία: Η κέντροβλαστική ποικιλία αποτελείται 

από μεσαίου ή μεγάλου μεγέθους κεντροβλάστες με ωοειδείς ή 

υποστρόγγυλους πυρήνες. Η χρωματίνη των κυττάρων είναι διαυγής, ενώ
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υπάρχουν και 2-4 πυρήνια προσκολλημένα σιην πυρηνική μεμβράνη. Το 

κυτταρόπλασμα συνήθως είναι λίγο, αμφίφιλο ή βασεόφιλο. Το ποσοστό των 

ανοσοβλαστών σε αυτή την ποικιλία DLBCL είναι <90% των νεοπλασματικών 

' λεμφοκυττάρων.

• Ανοσοβλαστική ποικιλία: Η συγκεκριμένη μορφολογική ποικιλία 

απαντάται συνήθως σε ασθενείς με ανοσοκαταστολή. Το μεγαλύτερο ποσοστό 

(>90%) των νεοπλασματικών κυττάρων είναι ανοσοβλάστες με ένα κεντρικά 

τοποθετημένο πυρήνιο, ενώ το κυτταρόπλασμα είναι βασεόφιλο. Οι 

ανοσοβλάστες είναι μεσαίου προς μεγάλου μεγέθους λεμφοκύτταρα. Σε 

ορισμένες περιπτώσεις, οι ανοσοβλάστες εμφανίζουν πλασματοκυτταρική 

διαφοροποίηση.

• Αναπλαστική ποικιλία: Τα νεοπλασματικά κύτταρα στη συγκεκριμένη 

ποικιλία DLBCL είναι μεγάλου μεγέθους και έχουν πλειόμορφους πυρήνες. 

Συχνά μοιάζουν εν μέρει με κύτταρα Hodgkin ή με καρκινωματώδη κύτταρα.

Μελετώντας τη γονιδιακή έκφραση του DLBCL, οι Alizadeh et a l  (11) 

διέκριναν τη νόσο σε δύο μοριακούς υπότυπους: ABL-DLBCL και GCBL- 

DLBCL. Ο Rosenwald et a l  (12) επιβεβαίωσε τα παραπάνω ευρήματα και 

προσέθεσε έναν τρίτο μοριακό υπότυπο, το DLBCL τύπου 3.

• DLBCL με γονιδιακή έκφραση παρόμοια με αυτή των in vitro 

ενεργοποιημένων περιφερικών Β-λεμφοκυττάρων (Activated B-cell Like /  

ABL-DLBCL). Στο συγκεκριμένο υπότυπο εκφράζονται γονίδια τα οποία 

εκφράζονται φυσιολογικά κατά την in vitro ενεργοποίηση Β-λεμφοκυττάρων 

του περιφερικού αίματος (MUM1/LSIRF, bcl2, FLIP). Η συχνότερα 

εμφανιζόμενη διαμετάθεση σε αυτόν τον υπότυπο είναι η διαμετάθεση του 

γονιδίου bcl-6 (13).

• DLBCL με γονιδιακή έκφραση παρόμοια με αυτή των Β- 

λεμφοκυττάρων του βλαστικού κέντρου (Germinal Center B-cell Like /  

GCBL-DLBCL). Σε αυτό τον υπότυπο εκφράζονται γονίδια του βλαστικού 

κέντρου όπως bcl6, CD 10, CD38. Μία συχνά (-30%) εμφανιζόμενη 

διαμετάθεση στο συγκεκριμένο υπότυπο είναι η t(14;18)(q32;q21) του 

γονιδίου bcl-2 (14-16). Ο συγκεκριμένος υπότυπος εμφανίζει καλύτερα
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ποσοστά (60%) πενταετούς επιβίωσης συγκριτικά με τον υπότυΐιο ABL- 

DLBCL (35%) και τον υπότυπο τύπου 3 (12).

• DLBCL τύπου 3, όπου καμία από τις παραπάνω δύο ομάδες γονιδίων 

δεν εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα (17, 18).

Ανοσοϊστοχημικές μελέτες με τη συνδυασμένη έκφραση των αντιγονικών 

δεικτών CD5, CD10, Bcl6 και IRF4/MUM1 διαχωρίζουν το DLBCL σε τρεις 

ανοσοφαινοτυπικούς υπότυπους:

• Πρότυπο ανοσοϊστοχημικής έκφρασης ομοιάζον με αυτό των Β- 

λεμφοκυττάρων του βλαστικού κέντρου (Germinal C enter B-cell Like /  

GCBL-DLBCL). Σε αυτό τον υπότυπο εντάσσονται οι περιπτώσεις στις οποίες 

ο αντιγονικός δείκτης CD 10 εκφράζεται σε ποσοστό μεγαλύτερο του 30% των 

νεοπλασματικών κυττάρων, καθώς και οι περιπτώσεις με ανοσοφαινότυπο 

'CD10-, Bcl6+ και IRF4/MUM1-.

• Πρότυπο ανοσοϊστοχημικής έκφρασης ομοιάζον με αυτό των 

ενεργοποιημένων περιφερικών Β-λεμφοκυττάρων (Activated B-cell Like /  

ABL-DLBCL). Σε αυτό τον υπότυπο εντάσσονται οι περιπτώσεις που δεν 

ανήκουν στον προαναφερόμενο ανοσοφαινοτυπικό υπότυπο.

• CDS-Θετικό διάχυτο λέμφωμα από μεγάλα Β-λεμφοκύτταρα.

Το 2008 ο Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας (WHO) διέκρινε και πέντε 

νοσολογικές οντότητες διάχυτου λεμφώματος από μεγάλα Β-λεμφοκύτταρα:

• Λέμφωμα από μεγάλα Β-λεμφοκύτταρα πλούσιο σε Τ- 

λεμφοκύτταρα/ ιστιοκύτταρα (T-cell/histiocyte-rich large B-cell lymphoma). 

Ο συγκεκριμένος υπότυπος εμφανίζει επιθετική βιολογική συμπεριφορά και 

αποτελείται από μικρό αριθμό μεγάλων μεταμορφωμένων άτυπων Β- 

λεμφοκυττάρων διασκορπισμένων σε ένα πλούσιο σε Τ-λεμφοκύτταρα και 

ιστιοκύτταρα φλεγμονώδες υπόστρωμα. Το αντίστοιχο φυσιολογικό Β- 

λεμφοκύτταρο του λεμφώματος αυτού είναι ώριμο Β-λεμφοκύτταρο του 

βλαστικού κέντρου (germinal center).

• Πρωτοπαθές διάχυτο λέμφωμα από μεγάλα Β-λεμφοκύτταρα του 

κεντρικού νευρικού συστήματος (ΚΝΣ) (Primaiy DLBCL of CNS). Αποτελεί
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νεοπλασία του κεντρικού νευρικού συστήματος (ενδοκρανιακό ή 
ενδοφθαλμικό) και εμφανίζει επιθετική βιολογική συμπεριφορά. Εξαιρούνται 

τα λεμφώματα της σκληρής μήνιγγας, το ενδοαγγειακό Β-λέμφωμα από 

μεγάλα Β-κύτταρα, λεμφώματα με συστηματική προσβολή ή δευτερογενή 

λεμφώματα του κεντρικού νευρικού συστήματος και λεμφώματα τα οποία 

σχετίζονται με ανοσοανεπάρκεια. Το αντίστοιχο φυσιολογικό Β-λεμφοκύτταρο 

του λεμφώματος αυτού είναι ώριμο ενεργοποιημένο Β-λεμφοκύτταρο του 
βλαπτικού κέντρου (late germinal center).

• Πρωτοπαθές δερματικό διάχυτο λέμφωμα από μεγάλα Β- 

λεμφοκύτταρα, τύπου ποδός (Primary cutaneous DLBCL, leg-type). 

Αποτελείται αποκλειστικά από μεγάλα Β-λεμφοκύτταρα (κεντροβλάστες και 

κεντροκύτταρα), ενώ το αντίστοιχο φυσιολογικό Β-λεμφοκύτταρο είναι ώριμο 

Β-λεμφοκύτταρο σταδίου διαφοροποίησης μετά το βλαπτικό κέντρο (post 

germinal center). Εμφανίζεται στα κάτω άκρα ηλικιωμένων ατόμων και έχει 
επιθετική βιολογική συμπεριφορά.

• Epstein-Barr - θετικό διάχυτο λέμφωμα από μεγάλα Β-λεμφοκύτταρα 

των ενηλίκων (EBV-positive DLBCL of the elderly). Αποτελείται από μεγάλα 

Β-λεμφοκύτταρα μολυσμένα από τον ιό Epstein-Barr. Το φυσιολογικό 

αντίστοιχο κύτταρο του συγκεκριμένου λεμφώματος είναι ώριμο Β- 

λεμφοκύτταρο μετασχηματισμένο από το ιό Epstein-Barr. Αναπτύσσεται 

συνήθως σε εξωλεμφαδενικές θέσεις και απαντάται σε άτομα άνω των 50 ετών 

χωρίς κάποια γνωστή ανοσοανεπάρκεια. Από το συγκεκριμένο τύπο 

λεμφώματος εξαιρούνται οι περιπτώσεις καλά χαρακτηριζόμενων τύπων 

λεμφωμάτων EBV-θετικών.

• Διάχυτο λέμφωμα από μεγάλα Β-λεμφοκύτταρα σχετιζόμενο με χρόνια 

φλεγμονή (Diffuse Large B-cell Lymphoma associated with chronic 

inflammation). Ο συγκεκριμένος υπότυπος αποτελείται από μεγάλα Β- 
λεμφοκύτταρα και σχετίζεται αιτιοπαθογενετικά με τον ιό Epstein-Barr. Το 

φυσιολογικό αντίστοιχο είναι ώριμο Β-λεμφοκύτταρο σταδίου 

διαφοροποίησης μετά το βλαστικό κέντρο (post germinal center) 

μετασχηματισμένο από τον ιό Epstein-Barr. Σχετίζεται με χρόνιες φλεγμονές
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και αναπτύσσεται σε κοιλότητες ή στενούς χώρους (πλευριτική κόιλότητα, 

οστά, αρθρώσεις) με τη μορφή ογκόμορφης αλλοίωσης.

1 .5 . ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΕΣ ΑΝΩΜΑΛΙΕΣ ΣΤΟ DLBCL

Οι συνηθέστερες χρωμοσωμικές ανωμαλίες που παρατηρούνται στο 

διάχυτο λέμφωμα από μεγάλα Β-κύτταρα αφορούν στα ακόλουθα γονίδια:

• c-myc. Διαμεταθέσεις του πρωτοογκογονιδίου c-myc [t(8; 14)] που 

οδηγούν σε μεταφορά του στο χρωμόσωμα 14, ακριβώς μετά από τον . 

ενισχυτή (enhancer) του γονιδιακού τόπου της IgH και έχουν ως 

αποτέλεσμα την ενίσχυσή του (19), παρατηρούνται στο 10% των 

περιπτώσεων DLBCL παγκόσμιός και συνδυάζονται με φτωχή 

πρόγνωση (20). Συνύπαρξη απορυθμισμένων γονιδίων c-myc και ρ53 

έχουν σχετισθεί με επιθετική κλινική πορεία και πτωχή επιβίωση (21).

Η απορύθμιση του γονιδίου c-myc φαίνεται να είναι ένα δεύτερο και 

εξίσου σημαντικό γεγονός κατά τη μετάπτωση του λεμφοζιδιακού 

λεμφώματος με απορυθμισμένο bcl-2 γονίδιο, σε διάχυτο λέμφωμα 

από μεγάλα Β-λεμφοκύτταρα (22, 23).

• ρ53. Η φυσιολογυ<ή λειτουργία της πρωτεΐνης Ρ53 περιλαμβάνει α) 

την ενεργοποίηση γονιδίων που συμμετέχουν στην επιδιόρθωση 

βλαβών του DNA, β) την επαγωγή έκφρασης γονιδίων - όπως το γονίδιο 

που κωδικοποιεί την P21CIP - που αναστέλουν κυκλινο-εξαρτώμενες 

κινάσες, οδηγώντας σε παύση του κυτταρικού κύκλου και γ) την 

επαγωγή έκφρασης γονιδίων που οδηγούν σε απόπτωση. Απάλειψη ή 

μεταλλάξεις του ογκοκατασταλτικού γονιδίου ρ53 έχουν βρεθεί στο 

20% των περιπτώσεων DLBCL και φαίνεται να σχετίζονται με επιθετική 

εξέλιξη της νόσου και φτωχή πρόγνωση (24-29).

• bcl-2. Η διαμε^άθεση t(14; 18) του γονιδίου που κωδικοποιεί την αντι- 

αποπτωτική πρωτεΐνη Bcl-2 είναι από τις πιο συχνά εμφανιζόμενες 

χρωμοσωμικές ανωμαλίες στο DLBCL. Το ποσοστό εμφάνισής της
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πλησιάζει το 30% σε περιπτώσεις DLBCL (30, 31). Κατά τη 

συγκεκριμένη διαμειάθεση, to γονίδιο που κωδικοποιεί την αντι- 

αποπτωτική πρωτεΐνη Bcl-2 μετακινείται από το χρωμόσωμα 18 στο 

χρωμόσωμα 14, ακριβώς μετά από τον ενισχυτή (enhancer) του 

γονιδιακού τόπου της IgH. Οι επιπτώσεις της ύπαρξης της 

συγκεκριμένης διαμετάθεσης στην εξέλιξη της νόσου έχουν γίνει 

αντικείμενο εκτεταμένων μελετών (16, 32-41). Κάποιες μελέτες έχουν 

αποδείξει το συσχετισμό της διαμετάθεσης με αυξημένες πιθανότητες 

υποτροπής (31), ενώ άλλες δεν έχουν καταφέρει να αποδείξουν κάποιο 

συσχετισμό (42-44).

• bcl-6. Οι χρωμοσωμικές ανωμαλίες του γονιδίου που κωδικοποιεί την 

αποπτωτική πρωτεΐνη Bcl-6 παρατηρούνται στο 20-40% των 

πασχόντων από DLBCL (13, 42, 44-48). Η εμφάνιση της διαμετάθεσης 

του γονιδίου στον υπότυπο ABL-DLBCL είναι διπλάσια (24% ένανπ 

10%) σε σύγκριση με τον υπότυπο GCBL-DLBCL (13). Επιπλέον, στο 

20% των πασχόντων από διάχυτο λέμφωμα που σχετίζεται με επίκτητη 

ανοσοανεπάρκεια AIDS (AIDS related DLBCL-ARL) έχουν 

παρατηρηθεί χρωμοσωμικές ανωμαλίες του γονιδίου bcl-6 (49). 

Επιπρόσθετα, στο 70% των περιπτώσεων DLBCL που εμφανίζουν 

χρωμοσωμικές ανωμαλίες του γονιδίου bcl-6, οι σωματικές 

μεταλλάξεις επικεντρώνονται στο 5 ’ άκρο του γονιδίου (50-55), ενώ το 

ποσοστό μειώνεται στο 58% των περιπτώσεων διάχυτου λεμφώματος 

που σχετίζεται με επίκτητη ανοσοανεπάρκεια AIDS (AIDS related 

DLBCL-ARL) (49, 56). Διαμεταθέσεις που σχετίζονται με το γονίδιο 

bcl-6 και λαμβάνουν χώρα εντός της περιοχής 3q27, αφορούν στην 

απομάκρυνση ή στη μετατροπή του εκκινητή του γονιδίου και έχουν 

ως αποτέλεσμα την αναστολή παραγωγής της πρωτεΐνης Bcl-6 (57-62).

• bcl-10. Η αποπτωτική πρωτεΐνη Bel-10 συμμετέχει στην ενεργοποίηση 

του μεταγραφικού παράγοντα NF-kappaB (NF-kB). Η διαμετάθεση 

t( 1; 14) οδηγεί σε μεταβολές του πλαισίου ανάγνωσης του γονιδίου bcl- 

10 με αποτέλεσμα την αδρανοποίησή του (63-65). Το ποσοστό 

εμφάνισης της διαμετάθεσης t( 1; 14) του γονιδίου bcl-10 φτάνει το
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14,6% των περιπτώσεων DLBCL. Εμφανίζεται συχνότερα σε 

λεμφώματα εξωλεμφαδενικής παρά λεμφαδενικής εντόπισης (66).

•  Rb-1. Το γονίδιο Rb είναι το πρώτο ογκοκατασταλτικό γονίδιο που 

αναγνωρίστηκε. Απάλειψη ή και σημειακή ακόμα μετάλλαξή του 

μπορεί να οδηγήσει σε νεοπλασματική μεταλλαγή. Η πρωτεΐνη pRb 

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο κατά τον κυτταρικό κύκλο, αφού 

λαμβάνει μέρος στον έλεγχο της μετάβασης του κυττάρου από τη φάση 

G1 στη φάση S. Το ογκοκατασταλτικό γονίδιο Rb-Ι (περιοχή 13ql4) 

έχει αποδειχθεί να έχει υποστεί απάλειψη στο 20% των περιπτώσεων 

DLBCL (24, 25).

• NF-kappaB (NF-kB). Ο πυρηνικός παράγοντας NF-kB διαδραματίζει 

σημαντικό ρόλο στη μεταγραφή του DNA. Αναστολή της δράσης του 

οδηγεί σε διακοπή της κυτταρικής διαίρεσης και σε κυτταρικό θάνατο. 

Ενεργοποίηση του NF-kB φαίνεται να είναι πιο συχνή στον υπότυπο 

ABL-DLBCL παρά στον GCBL-DLBCL υπότυπο (67). Επίσης έχει 

αναφερθεί ότι σε περιπτώσεις πρωτοπαθούς λεμφώματος DLBCL του 

μεσοθωρακίου (θυμικού), η ενεργοποίηση του NF-kB πέραν του 

φυσιολογικού (upregulation) οφείλεται σε ενίσχυση του γονιδίου cREL 

(68), αλλά ο ρόλος του στη γένεση του λεμφώματος παραμένει ακόμα " 
ασαφής.

I{
ii
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2 . Β-ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΑ ΚΑΙ Β-ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΣ ΥΠΟΔΟΧΕΑΣ 

(B C R )

' 2 .1 . ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ -  ΜΟΡΦΟΛΟΓΙΑ Β-ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΩΝ

Τα Β-λεμφοκύτταρα είναι ία  κύτταρα του οργανισμού που είναι 

υπεύθυνα για την παραγωγή των αντισωμάτων (ανοσοσφαιρινών) (69). Τα 

αντισώματα προσκολλώνται πάνω στο αντιγόνο και το σημαδεύουν για την 

καταστροφή του από άλλα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος.

Εκατομμύρια Β-λεμφοκύτταρα παράγονται σε καθημερινή βάση από 

τον οργανισμό. Τα Β-λεμφοκύτταρα, αποτελούν το 15% των ανοσοκυττάρων 

(έναντι του 65% των Τ κυττάρων και του 10% των ΝΚ (Natural Killers) 

κυττάρων). Τα Β-λεμφοκύτταρα προέρχονται από πολυδύναμα βλαστικά 

κύτταρα που υπάρχουν στο μυελό των οστών (lymphoid stem cells) και στο 

θύλακο του Fabricius στα πτηνά. Τα βλαστικά κύτταρα έχουν τη δυνατότητα 

να παράγουν τόσο λεμφοειδή βλαστικά κύτταρα (που παράγουν τα 

λεμφοκύτταρα) όσο και μυελοειδή βλαστικά κύτταρα (που παράγουν τους 

διάφορους τύπους κυττάρων του αίματος). Τα λεμφοειδή κύτταρα παράγουν 

τα πρόδρομα Β-λεμφοκύτταρα, τα οποία μετά από μια διαδικασία ωρίμανσης 

διαφοροποιούνται σε Β-κύτταρα μνήμης (memoiy B-cells) ή

πλασματοκύτταρα (κεφάλαιο 2.2. Ωρίμανση, διαφοροποίηση και

ενεργοποίηση Β-λεμφοκυττάρων).

Τα Β-λεμφοκύτταρα είτε κυκλοφορούν στο αίμα (και επομένως 

συγκαταλέγονται στα λευκά αιμοσφαίρια), είτε είναι εγκατεστημένα στα 

όργανα του λεμφικού συστήματος, όπως στους λεμφαδένες, στο σπλήνα κλπ. 

(70). Συγκεκριμένα, στους λεμφαδένες τα Β-λεμφοκύτταρα εγκαθίστανται στη 

Β-ζώνη (θυμοανεξάρτητη ζώνη) και σχηματίζουν τα πρωτογενή λεμφοζίδια 

(οζοειδείς αρθροίσεις ώριμων παρθένων Β-λεμφοκυττάρων). Μετά από 
αντιγονικό ερέθισμα, τα πρωτογενή λεμφοζίδια μετατρέπονται σε 

δευτερογενή, τα οποία αποτελούνται από το βλαστικό κέντρο και το μανδύα.
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Τα περισσότερα λεμφοκύτταρα στο α ίμα  είναι μ ικρά  (περίπου 10  μ ιη  ή 

λιγότερο), αν και είναι συχνά εμφανιζόμενες κα ι μεγαλύτερες μορφ ές αυτών. 

Ορισμένα από αυτά τα μεγάλα λεμφοκύτταρα είναι γνωστά ως μεγάλα 

κοκκιώδη λεμφοκύτταρα, διότι περ ιέχουν κυανόφ ιλα  κοκκία  στο 

κυτταρόπλασμά τους. Συχνά, η ταξινόμηση των λεμφοκυττάρων βάσει της 

διαμέτρου τους δεν αποκρίνεται στο συνήθη διαχω ρισμό σε μ ικρά , μεσαία 

και μεγάλα λεμφοκύτταρα, λόγω του ότι οι διαστάσεις των κυττάρων 

ποικίλλουν ανάλογα μ ε  τη μέθοδο πα ρασ κευή ς τους. Στις κηλίδες α ίματος 

που έχουν χρωστεί μ ε  χρώση R om anovsky, ο π υ ρ ή να ς είναι χρώ ματος βαθύ 

μ π λε  ή μωβ, συνήθως στρογγυλός στο σ χήμ α  ή μ ε  μ ικ ρ ές  εσοχές κα ι 

αποτελείται από πυκνές συσσωρεύσεις χρω ματίνης. Τα πυρή ν ια  δεν είναι 

ορατά μ ε  τις συνηθισμένες τεχνικές, αν κα ι μ π ο ρ ε ί να εξεταστούν σε υγρές 

κηλίδες κα ι ιστολογικά δείγματα. Το κυτταρόπλασμα είναι κυρίω ς βασεόφιλο 

κ α ι συνήθως στερείται κόκκω ν κα ι σχηματίζει μ ια  στενή λωρίδα στα μ ικρ ά  

λεμφοκύτταρα, η οποία  μ πορ εί να είναι μεγαλύτερη στα μεγαλύτερα 

κύτταρα.

Στο ηλεκτρονικό μ ικροσκόπιο  τα μ ικρ ά  λεμφοκύτταρα (μεγέθους 6 έως 

9 μπι) παρουσιάζουν μ ια  ομαλή, δ ιεπ ίπεδη  κυτταροπλασματική  μεμβράνη  

που  περ ιέχει μερ ικές μόνο μ ικρολάχνες. Το ελλιπές κυτταρόπλασμα των 

μικρών λεμφοκυττάρων δείχνει μ ια  αξιοσημείωτη απουσ ία  οργανιδίων. Το 

σύστημα Golgi είναι μ ικρό  κα ι συνήθως βρίσκεται κοντά στην πυρηνική  

εγκοπή, ενώ δεν παρατηρείται οργανωμένο ενδοπλασματικό δίκτυο. Ε π ίσ ης 

πολλά ελεύθερα ριβοσώματα κα ι περιστασιακές ρ ιβοσω μικές ομ άδες είναι 

εμφανείς. Τα τυπ ικά  μ ιτοχόνδρια  είναι κοινά , αλλά τα λυσοσώματα που 

περ ιέχουν ένζυμα είναι αραιά. Ο κυτταροσκελετός αποτελείται από λ ίγους 

μικροσωληνίσκους στο κυτταρόπλασμα κ α ι μ ικρο ϊνίδ ια  που  βρίσκονται 

κοντά στην κυτταρική μ εμ βράνη . Ο π υ ρ ή να ς περιβάλλεται από  διπλή  

μεμβράνη  που  συγχωνεύεται στα σημεία  των πυρηνικώ ν πόρων. Άφθονη 

πυκνή  ετεροχρωματί\τη σχηματίζει συσσωρεύσεις κοντά στην πυρηνική  

μεμβράνη  κα ι λιγότερο συχνά  μέσα στο σώμα του πυρήνα . Ε π ίσ ης 

παρατηρείται συνήθως κ α ι ένα πυρήνιο .
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Ένα μέσου μεγέθους λεμφοκύτταρο είναι μεγαλύτερο (6 έως 10 μηι), 

λόγω της αύξησης του ποσού του κυτταροπλάσματος. Ο πυρήνας περιέχει 

χρωματίνη που είναι πιο διάχυτη, κοκκιώδης και προσκολλάται μόνο εν 

μέρει στην πυρηνική μεμβράνη. Το σύστημα Golgi είναι περισσότερο 

αναπτυγμένο από ό,τι στα μικρά λεμφοκύττταρα.

2 .2 . ΩΡΙΜΑΝΣΗ, ΔΙΑΦΟΡΟΠΟΙΗΣΗ ΚΑΙ ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ Β- 

ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΩΝ

Κάθε Β-λεμφοκύτταρο που έχει φτάσει στο στάδιο της ωρίμανσης φέρει 

στην επιφάνειά του έναν κυτταρικό υποδοχέα (Β cell receptor -  

BCR/ανοσοσφαιρίνη επιφάνειας) που είναι εξειδικευμένος για τη σύνδεση με 

ένα συγκεκριμένο αντιγόνο (71). Ο ΒΟΈ-υποδοχέας/ ανοσοσφαιρίνη 

επιφάνειας είναι μια πρωτεΐνη που διακρίνει τα Β-λεμφοκύτταρα από τα 

υπόλοιπα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος (70).

Τα Β-λεμφοκύτταρα προέρχονται από πρόδρομα κύτταρα του μυελού 

των οστών (στελεχιαία κύτταρα -  lymphoid stem cells), μετά από μια σειρά 

διαδοχικών σταδίων διαφοροποίησης με διακριτά μορφολογικά, γονοτυπικά 

και ανοσοφαινοτυπικά χαρακτηριστικά (Εικόνα 1). Το πρώτο στάδιο 

διαφοροποίησης περιλαμβάνει τα πρόδρομα Β-λεμφοκύτταρα/Β-

λεμφοβλάστες (progenitor B-cells), τα οποία εξελίσσονται περαιτέρω σε προ 

Β-λεμφοκύτταρα (pre-B-lymphocytes). Στο στάδιο αυτό λαμβάνουν χώρα 

αναδιατάξεις των γονιδίων που κωδικοποιούν αρχικά για τη βαριά και έπειτα 

για την ελαφριά αλυσίδα του Β-κυτταρικού υποδοχέα [κεφάλαιο 2.5 

Γονιδιακός ανασυνδυασμός ανοσοσφαιρινών, Α) Ανασυνδυασμός V(D)J[. Β- 

λεμφοκύτταρα στα οποία δεν ολοκληρώνεται επιτυχώς ο ανασυνδυασμός των 

γονιδίων που κωδικοποιούν το Β-κυτταρικό υποδοχέα αποπίπτουν, ενώ 

επιτυχημένη αναδιάταξη των γονιδίων οδηγεί στην εμφάνιση ενός 

λειτουργικού μορίου IgM ανοσοσφαιρίνης στην επιφάνεια του ανώριμου Β- 

λεμφοκυττάρου (immature B-cell). Πρώιμη επαφή ενός ανώριμου Β- 

λεμφοκυττάρου με ένα αντιγόνο επηρεάζει σημαντικά την περαιτέρω
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διαφοροποίησή του. Η τύχη του ανώριμου Β -λεμφοκυττάρου εξαρτάται από  

την ένταση των σημάτων που  ο Β-κυτταρικός υ ποδοχέα ς μεταφέρει στο 

κύτταρο, που  μ ε  τη σειρά της εξαρτάται από την πυκνότητα υποδοχέω ν στην 

επιφάνεια του κυττάρου, τη συγγένειά του Ρ ε το αντιγόνο αλλά κα ι την 

παρουσία άλλων αντιγόνων στη μεμβράνη  του κυττάρου που  λειτουργούν ως 

συνδιεγερτικοί υ ποδοχείς  κα ι ενεργοποιούν διαφορετικές ενδοκυττάριες 

οδούς μεταφοράς σήματος. Αν η ένταση του σήματος είναι ισχυρή , οδηγεί σε 

απόπτωση του ανώριμου Β -λεμφοκυττάρου (κλωνική απάλειψ η), ασθενέστερο 

σήμα οδηγεί σε κυτταρική «ανεργία», ενώ α κόμα  ασθενέστερο ή μηδενικό  

σήμα οδηγεί στη δημ ιουργία  πλήρω ς λειτουργικού ανώ ριμου Β- 

λεμφοκυττάρου (72).

Τα ανώριμα Β-λεμφοκύτταρα που  εκφράζουν επ ιτυχώ ς την IgM 

ανοσοσφαιρίνη, εγκαταλείπουν το μυελό τον οστών κα ι διαφ οροποιούντα ι σε 

ώ ρ ιμ α /π ερ ιφ ερ ικά  παρθένα  Β -λεμφοκύτταρα (naive m a tu re  B-cells), τα 

οποία  εκφράζουν κα ι την IgD ανοσοσφαιρίνη στην επ ιφ άνειά  τους. Τα 

κύτταρα αυτά είναι μ ικρού  μεγέθους, εκφράζουν το δείκτη CD5 κα ι 

κυκλοφορούν μεταξύ περ ιφ ερικού  α ίματος κ α ι λεμφ ικώ ν ιστών (στα 

πρωτογενή λεμφοζίδια κα ι στη ζώνη του μ α νδύ α  των δευτερογενών 

λεμφοζιδίων), έως ότου αναγνωρίσουν μέσω του Β -κυτταρικού υ π ο δο χέα  π ο υ  

φέρουν, το ειδικό αντιγόνο. Αναγνώριση του αντιγόνου οδηγεί σε 

πολλαπλασιασμό κα ι διαφ οροποίηση  των ώ ρ ιμ ω ν/περ ιφ ερ ικώ ν παρθένω ν Β- 

λεμφοκυττάρων σε μεγάλα  μεταμορφω μένα  Β -λεμφοκύτταρα 

(εξωλεμφοζιδιακές Β-βλάστες/e x tra fo llic u la r  B -b lasts). Το επόμενο στάδιο 

διαφ οροποίησης περ ιλαμ βάνει την εξέλιξη των εξωλεμφοζιδιακών Β-βλαστών 

σε μ νημονικά  Β-λεμφοκύτταρα προ  του βλαστικού κέντρου (pre-germ inal 

c en te r  m em ory  B-cells) κα ι σε βρα χύβ ια  πλασματοκύτταρα που  έχουν την 

ικανότητα να εκκρίνουν IgM ανοσοσφαιρίνες. Στο σημείο αυτό 

ολοκληρώνεται η πρωτογενής ανοσολογική απόκριση  του οργανισμού έναντι 

του συγκεκριμένου αντιγόνου.
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The M atura tion  S tag e  Type or Lymphoma
of th e

Plasma
Ceil

Cell of Origin 
d e te rm in es  th e

WaldenstrOm's
Mocroglobulinemia

Activated 
Β Cell

Diffuse large 
B-cetl lymphoma

Follicular
Lymphoma

Β Cell after
ontigen exposure

Mantle Cell

B Cell before 
antigen exposure

CU/SU

Small
immature _ Nofl-deaved
B-ceH lymphoma (Berldtt's)

t

O  Lymphoid Stem Cefl

Precursor B-Cell 
Acute lymphblastic 

Lymphoma/leukemias

PHjripotent 
Stem Cell

B will »r1|fci«t» ta B«m  Ι ι π η ι .

Chronic Myeloid 
Leekaemia (CMl)

Εικ.1: Σιάδια ωρίμανσης των Β-λεμφοκυττάρων και τύποι αντίστοιχων λεμφωμάτων 
(ανακτημένο στις 1 /1 2 /2 0 1 0  από τον ιστότοπο http://www.lymphomation.org)
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Επανέκθεση του οργανισμού στο ίδιο αντιγόνο πυροδδιεί τη 

δευτερογενή ανοσολογική απάντηση. Οι εκκρινόμενες από τα βραχύβια 

πλασματοκύτταρα IgM ανοσοσφαιρίνες, αναγνωρίζουν και συνδέονται στο 

ειδικό αντιγόνο και - σε συνεργασία με τα κύτταρα του συμπληρώματος - 

δημιουργούν συμπλέγματα τα οποία εγκλωβίζονται από τις αποφυάδες των 

δενδριτικών δικτυωτών κυττάρων του πρωτογενούς λεμφοζιδίου. Το γεγονός 

αυτό οδηγεί στην είσοδο μερικών ευαισθητοποιημένων Β-λεμφοκυττάρων στο 

πρωτογενές λεμφοζίδιο και την έναρξη της αντίδρασης του βλαστικού 

κέντρου. Η αντίδραση αυτή έχει ως αποτέλεσμα των πολλαπλασιασμό των Β- 

λεμφοκυττάρων και τη μεταμόρφωσή τους σε κέντρο βλάστες (centroblasts). 

Οι κεντροβλάστες του βλαστικού κέντρου είναι μεγάλα κύτταρα τα οποία 

εκφράζουν τις πρωτεΐνες CD 10 και Bcl6, την IgM ανοσοσφαιρίνη επιφάνειας 

σε χαμηλά επίπεδα, ενώ χάνουν την ικανότητα έκφρασης της αντι- 

άποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl2. Επιπλέον, οι κεντροβλάστες υπόκεινται σε 

σωματικές υπερμεταλλάξεις (somatic hyperm utations/SH Μ) στα γονίδια των 

μεταβλητών περιοχών των βαρέων και των ελαφριών αλυσίδων (κεφάλαιο 2.5 

Γονιδιακός ανασυνδυασμός ανοσοσφαιρινών, Β) Σωματική υπερμετάλλαξη 

και ωρίμανση συγγένειας). Αυτές οι υπερμεταλλάξεις είναι δυνατόν να 

οδηγήσουν στην παραγωγή μη λειτουργικού Β-κυτταρικού

υποδοχέα/ανοσοσφαιρίνης επιφάνειας ή Β-κυτταρικού

υποδοχέα/ανοσοσφαιρίνη επιφάνειας που να εμφανίζει χαμηλότερη ή πολύ 

υψηλότερη συγγένεια προς το αντιγόνο σε σύγκριση με τη συγγένεια που 

εμφάνιζε το παρθένο Β-λεμφοκύτταρο προς το ίδιο αντιγόνο. Οι 

κεντροβλάστες του βλαστικού κέντρου μπορεί να υποστούν και μεταλλάξεις 

του γονιδίου bcl6, αν και σε χαμηλότερη συχνότητα από τις μεταλλάξεις των 

γονιδίων των μεταβλητών περιοχών των ανοσοσφαιρινών. Στο βλαπτικό κέντρο 

είναι δυνατόν ορισμένα Β-λεμφοκύτταρα να υποστούν αλλαγή τάξης (class 

switch) (κεφάλαιο 2.5 Γονιδιακός ανασυνδυασμός ανοσοσφαιρινών, Γ)

Αλλαγή τάξεως). Η αλλαγή τάξης οδηγεί στην εμφάνιση των ανοσοσφαιρινών
.VS

IgA, IgE και IgG (Εικόνα 2).
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Antigen Independent phase 
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Antigen dependent phase 
Secondary lymphoid organs

CentroOM Centrocyte

Stem cell Pro-B cel Prc-Bcel m m em ecd M eutBcd
8  < * ·  rectpto* φ

(VJ Ofv^kC.VJ

Pkasma cel

Εικ.2: Διαφοροποίηση των B-λεμφοκυττάρων (ανακτημένο στις 1/12/2010 από τον 

ιστότοπο http://imgt.cines.fr)

Επόμενο στάδιο της διαφοροποίησης των Β-λεμφοκυττάρων είναι η 

μεταμόρφωση των κεντροβλαστών σε κεντροκύτταρα (centrocytes), τα οποία 

επικρατούν στη διαυγή ζώνη του βλαστικού κέντρου. Κεντροκύτταρα τα 

οποία φέρουν Β-κυτταρικό υποδοχέα /α  νοσοσφαιρίνη επιφάνειας μη 

λειτουργικό ή χαμηλής ή πολύ υψηλής συγγένειας προς το αντιγόνο, 

αποπίπτουν μέσα στο βλαστικό κέντρο. Αντιθέτως, κεντροκύτταρα με 

λειτουργικό και επιθυμητής συγγένειας προς το αντιγόνο Β-κυτταρικό 

υποδοχέα/ανοσοσφαιρίνη επιφάνειας, διαφοροποιούνται σε:

• Μνημονικά Β-λεμφοκύτταρα (Β-κύτταρα μνήμης/memory B-cells) 

σταδίου διαφοροποίησης μετά το βλαστικό κέντρο. Αυτά τα κύτταρα 

μεταναστεύουν από το βλαστικό κέντρο στην οριακή ζώνη (marginal zone) 

που περιβάλλει τη ζώνη του μανδύα (mantle zone) του φυσιολογικού 
δευτερογενούς λεμφοζιδίου. Εντοπίζονται στο περιφερικό αίμα και στην
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οριακή ζώνη των λεμφοζιδίων των λεμφαδένων, του σπληνός 1*αι του 

λεμφικού ιστού του σχετιζόμενου με τους βλεννογόνους. Τα συγκεκριμένα 

λεμφοκύτταρα είναι μικρού προς μέσου μεγέθους, έχουν διαυγές 

κυτταρόπλασμα και εκφράζουν υψηλά επίπεδα IgM ανοσοσφαιρίνης 

επιφάνειας. Δεν εκφράζουν τους δείκτες CD5 και CD 10, ενώ η 

κυτταροπλασματική ανοσοσφαιρίνη IgD δεν εκφράζεται καθόλου ή 

εκφράζεται σε πολύ χαμηλά επίπεδα. Εκ νέου επαφή του μνημονικού Β- 

λεμφοκυττάρου με το ειδικό αντιγόνο προκαλεί την περαιτέρω

διαφοροποίησή του σε ανοσοσβλάστη, εξωλεμφοζιδιακή Β-βλάστη μετά το 

βλαστικό κέντρο (post-germinal center extrafollicular B-blast) και τέλος σε 

μικρά μνημονικά Β-λεμφοκύτταρα και μακρόβια πλασματοκύτταρα.

• Μακρόβια πλασματοκύτταρα. Τα συγκεκριμένα κύτταρα 

μεταναστεύουν από το βλαστικό κέντρο στο μυελό των οστών μέσω του 

περιφερικού αίματος. Έχουν τη δυνατότητα να εκφράζουν 

κυτταροπλασματικές ανοσοσφαιρίνες IgG ή IgA, αλλά όχι IgM 

ανοσοσφαιρίνες επιφάνειας. Επυτλέον, εκφράζουν τους δείκτες IRF4/MUM1, 

CD79a, CD38 και CD 138, αλλά δεν εκφράζουν το δείκτη CD20.

Ο συνολικός Β-κυτταρικός πληθυσμός που μπορεί να παρατηρηθεί σε
»»Η

έναν οργανισμό είναι αρκετά ετερογενής. Συνοπτικά, η κατηγοριοποίηση των 

Β-κυτιάρων είναι η εξής:

• Β-1 κύτταρα. Αυτά τα κύτταρα ξεκινούν να παράγονται κατά το 

εμβρυϊκό στάδιο στα ποντίκια και τους ανθρώπους. Εκφράζουν τις 

ανοσοσφαιρίνες Μ (IgM) σε ποσότητες μεγαλύτερες από τις 

ανοσοσφαιρίνες G (IgG) και οι υποδοχείς τους εμφανίζουν πολλαπλή 

ειδικότητα, πράγμα που σημαίνει ότι έχουν χαμηλή συγγένεια για 

πολλά διαφορετικά αντιγόνα. Οι ανοσοσφαιρίνες αυτού του είδους 

έχουν συχνά μια προτίμηση για άλλες ανοσοσφαιρίνες (αυτο-αντιγόνα) 

και κοινούς βακτηριακούς πολυσακχαρίτες. Τα Β-1 κύτταρα 

υπάρχουν σε μμτρούς αριθμούς στους λεμφαδένες και το σπλήνα και 

βρίσκονται κυρίως στην περιτοναϊκή και πλευριτική κοιλότητα. 

Καλούνται και CD5 Β-κύτταρα, καθώς εκφράζουν τον CD5 δείκτη.
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Si

Μετά τη γέννηση, συνεχίζουν να παράγονται από το μυελό των οστών 

CD5 Β-κύτταρα, τα οποία χρησιμοποιούν έναν περισσότερο 

ανομοιογενή πληθυσμό V γονιδίων για το σχηματισμό του Β- 

κυτταρικού υποδοχέα τους. Τα κύτταρα αυτά αποτελούν μία 

ενδιάμεση ομάδα μεταξύ των CD5 Β-λεμφοκυττάρων (Β-1) και των 

συμβατικών Β-λεμφοκυττάρων (Β-2) και καλούνται Β-Ια 

λεμφοκύτταρα.

Β-2 κύτταρα. Αυτά είναι τα συμβατικά Β-λεμφοκύτταρα τα οποία μετά 

από διαδοχικά στάδια διαφοροποίησης θα οδηγήσουν στην εμφάνιση 

των πλασματοκυττάρων και των μνημονικών Β-λεμφοκυττάρων. 

Πρωτοεμφανίζονται μετά τη γέννηση του οργανισμού.

Β-λεμφοκύτταρα πλάσματος (Antibody-Forming Cells/AFCs). Αυτά 

είναι επίσης γνωστά και ως πλασματοκύτταρα και είναι μεγάλα Β- 

λεμφοκύτταρα που έχουν εκτεθεί σε αντιγόνο και παράγουν και 

εκκρίνουν μεγάλες ποσότητες αντισωμάτων, τα οποία βοηθούν στην 

καταστροφή των μικροβίων καθώς δεσμεύονται σε αυτά, κάνοντάς τα 

έτσι ευκολότερους στόχους για τα φαγοκύτταρα και στην ενεργοποίηση 

του συστήματος του συμπληρώματος. Αυτά είναι βραχύβια κύτταρα 

και υφίστανται απόπτωση αφότου εξουδετερωθεί ο πρωταρχικός 

παράγοντας που προκαλεί την ανοσολογική απόκριση.

Μνημονικά Β-λεμφοκύτταρα (Memory B-cells). Αυτά σχηματίζονται 

από ενεργοποιημένα Β-λεμφοκύτταρα που είναι εξειδικευμένα για ένα 

συγκεκριμένο αντιγόνο που εντοπίστηκε κατά την πρωτογενή 

ανοσολογική απόκριση. Αυτά τα κύτταρα είναι σε θέση να ζουν για 

μεγάλο χρονικό διάστημα και μπορούν να ανταποκριθούν γρήγορα 

μετά από επόμενη έκθεση στο ίδιο αντιγόνο.

Β-λεμφοκύτταρα οριακής ζώνης (Marginal zone B-cells). Είναι ώριμα 

Β-λεμφοκύτταρα τα οποία ανευρίσκονται στην οριακή ζώνη του 

σπλήνα. Συμμετέχουν σε Τ-ανεξάρτητες ανοσολογικές αποκρίσεις και 

εκφράζουν υψηλά επίπεδα IgM, αλλά λίγο έως καθόλου το δείκτη 

CD5. (73, 74).

Θυλακιώδη Β-λεμφοκύτταρα (Follicular B-cells/ FO B-cells). Τα
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κύτταρα αυτά αποτελούν τη δεύτερη κύρια ομάδα ώριμων Β- 

λεμφοκυττάρων - πέραν των Β-λεμφοκυττάρων οριακής ζώνης - που 

εντοπίζονται στο σπλήνα (75). Εκφράζουν υψηλά επίπεδα IgM και IgD, 

αλλά καθόλου το δείκτη CD5. Συμμετέχουν σε Τ-εξαρτώμενες 

ανοσολογικές αποκρίσεις.

Ο BCR είναι μεμβρανική ανοσοσφαιρίνη που προέρχεται από τον 

ανασυνδυασμό των V(D)J περιοχών των γονιδίων της βαριάς και ελαφριάς 

αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών. Κατά την ενεργοποίηση του Β- 

λεμφοκυττάρου, ο BCR έχει δύο ρόλους: Πρώτον, μεταφέρει μηνύματα α π ’ 

ευθείας στο εσωτερικό του κυττάρου όταν συνδεθεί με το αντιγόνο και 

δεύτερον διανέμει στον ενδοκυττάριο χώρο το αντιγόνο, όπου το τελευταίο 

αποικοδομείται και επιστρέφει στην επιφάνεια του Β-λεμφοκυττάρου με τη 

μορφή πεπτιδίων συνδεδεμένων με μόρια του μείζονος συστήματος 

ιστοσυμβατότητας (MHC), τάξης II. Το σύμπλεγμα πεπτίδιο και μόρια MHC 

τάξης II αναγνωρίζεται από Τ βοηθητικά κύτταρα, τα οποία είναι ειδικά για

ό
\ο

A Β cell is triggered when It encounters its 
matching antigen.

The B-cell engulfs the antigen and 
digests it.

then it displays antigen fragments 
bound to its unique MHC

( This combination of antigen 
v and MHC attracts the help 
\  of a mature,

molecules.

το αντιγόνο και τα οποία 

ενεργοποιούνται εκκρίνοντας

κυτταροκίνες, οι οποίες με τη 

σειρά τους προκαλούν τον 

πολλαπλασιασμό των Β- 

λεμφοκυττάρων και τη

διαφοροποίησή τους σε κύτταρα 

που εκκρίνουν ανοσοσφαιρίνες. Η 

παραγωγή ανοσοσφαιρινών

αποτελεί τη δραστική λειτουργία 

του Β-κυττάρου και συνιστά τη 

χυμική ανοσία (76) (Εικόνα 3).

και

antigens. The antigen-antibody complexes are 
then cleared by the complement cascade or by
the liver and spleen.

EtK.3 : Ενεργοποίηση των Β-
λεμφ οκυττάρω ν (ανακτημένο σ α ς  
1/12 /2010  από τον ιστότοπο  
http://w w w .lym phom ation.org)
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Τα Β-λεμφοκύτταρα συνδέονται με τα αντιγόνα ακόμα και όταν 

βρίσκονται σε πολύ χαμηλότερες συγκεντρώσεις, συγκριτικά με εκείνες που 

απαιτούνται για τη σύλληψή τους από άλλα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα 

(Antigen-Presentig Cells/APCs), αφού οι μεμβρανικές ανοσοσφαιρίνες 

λειτουργούν ως υποδοχείς του αντιγόνου με πολύ μεγαλύτερη συγγένεια από 

τους ευρείας ειδικότητας υποδοχείς των άλλων κυττάρων. Η σύνδεση των 

αντιγόνων με τις μεμβρανικές ανοσοσφαιρίνες έχει ως αποτέλεσμα την 

ενδοκυττάρωση και την επεξεργασία τους από τα ειδικά Β-λεμφοκύτταρα. 

Στη συνέχεια τα Β-λεμφοκύτταρα παρουσιάζουν τα επεξεργασμένα 

αντιγονικά πεπτίδια συνδεδεμένα με MHC-II μόρια, προς τα ειδικά 

βοηθητικά Τ-λεμφοκύτταρα. Η αναγνώριση των αντιγονικών πεπτιδίων από 

τον TCR υποδοχέα οδηγεί στην ενεργοποίηση των Τ-λεμφοκυττάρων, 

επακόλουθο της οποίας είναι η επαγωγή της σύνθεσης κυτταροκινών αλλά 

και μεμβρανικών μορίων ικανών να συνδέονται με αντίστοιχα μεμβρανικά 

μόρια των Β-λεμφοκυττάρων.

Η αντιγονοπαρουσιαστική λειτουργία των Β-λεμφοκυττάρων, αν και 

είναι απαραίτητη για την εκδήλωση των αλληλεπιδράσεών τους με τα 

βοηθητικά Τ-κύτταρα, υπόκειται σε σημαντικούς περιορισμούς: Τα Β- 

λεμφοκύτταρα δεν ανευρίσκονται σε μεγάλο αριθμό σε όλα τα σημεία του 

οργανισμού, έχουν περιορισμένη φαγοκυτταρική ικανότητα και δεν είναι 

ικανά να επεξεργασθούν πολλά είδη αντιγόνων. Εξάλλου, στον μη 

προηγουμένως ευαισθητοποιημένο οργανισμό, τα ειδικά για το συγκεκριμένο 

αντιγόνο Β-λεμφοκύτταρα είναι εξαιρετικά σπάνια. Για το λόγο αυτό, στην 

πρωτογενή ανοσολογική απάντηση η επαγωγή της ενεργοποίησης των 

βοηθητικών Τ-κυττάρων εξαρτάται καθοριστικά από την επεξεργασία και την 

παρουσίαση του αντιγόνου από άλλα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα, όπως 

τα μακροφάγα και τα δενδριτικά κύτταρα. Αντίθετα, κατά τη δευτερογενή 

απάντηση οι ειδικοί για το αντιγόνο κλώνοι των μνημονικών Β- 

λεμφοκυττάρων, που έχουν δημιουργηθεί προηγουμένως, φαίνεται ότι 

παρουσιάζουν καλύτερη ανοσολογική απάντηση οδηγώντας σε επαρκή 

αντιγονοπαρουσίαση (77).
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Μερικά μικροβιακά αντιγόνα μπορούν να ενεργοποιήσουν· τα Β- 

λεμφοκύτταρα α π ’ευθείας, χωρίς την παρουσία των Τ βοηθητικών κυττάρων. 

Η ικανότητα αυτή των Β κυττάρων να αποκρίνονται άμεσα σε αυτά τα 

αντιγόνα παρέχει μια γρήγορη απάντηση σε πολλά σημαντικά παθογόνα 

βακτήρια (76).

2 .3 . ΜΟΡΦΟΛΟΓΙΑ ΚΑΙ ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΕΣ ΑΝΟΣΟΣΦΑΙΡΙΝΩΝ

Το μόριο της ανοσοσφαιρίνης είναι τετρααλυσιδικό και αποτελείται από 

δύο βαριές (Heavy/H/IgH) και δύο ελαφριές (Light/L/IgL) αλυσίδες που 

συνδέονται με δισουλφιδικούς δεσμούς (θειογέφυρες), δίνοντας στο μόριο 

μορφή Υ (Εικόνα 4).

Κάθε μόριο ανοσοσφαιρίνης μπορεί να διακριθεί σε δύο περιοχές βάση 

του λειτουργικού της ρόλου: μία περιοχή είναι υπεύθυνη για τη σύνδεση με 

το αντιγόνο, ενώ μια άλλη περιοχή είναι υπεύθυνη για τις εκτελεστικές 

λειτουργίες (σύνδεση με τα κύτταρα των ιστών ή με άλλα κύτταρα του 

ανοσοποιητικού συστήματος, ενεργοποίηση του συμπληρώματος). Με την 

επίδραση της πρωτεάσης παπαινη, το μόριο της ανοσοσφαιρίνης διασπάται 

σε τρία θραύσματα: δύο πανομοιότυπα θραύσματα Fab (Fragment Antigen 

Binding) που περιέχουν τις αντιγονοδεσμευτικές περιοχές του μορίου και 

ένα θραύσμα Fc (Fragment Crystallizable), το οποίο περιέχει την περιοχή 

της ανοσοσφαιρίνης που είναι υπεύθυνη για τις εκτελεστικές λειτουργίες. Το 

ένζυμο πεψίνη διασπά το μόριο της ανοσοσφαιρίνης σε δύο θραύσματα: το 

F(ab)2 που περιέχει τα δύο Fab θραύσματα - τα οποία φέρουν από μία θέση 

δέσμευσης του αντιγόνου - ενωμένα στον αρμό και το θραύσμα pFc' το οποίο 

περιέχει μέρος του θραύσματος Fc.

Όσον αφορά στην βαριά και την ελαφριά αλυσίδα των ανοσοσφαιρινών:

1. Τα γονίδια που^κωδικοποιούν τη βαριά αλυσίδα των ανοσοσφαιρινών 

εδράζονται στο χρωμόσωμα 14 και είναι οργανωμένα σε ομάδες γονιδίων 

(clusters), τις V h  (Variable), D (Diversity), J h  (Joining) και C h  (Constant).
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Συνολικά υπάρχουν περισσότερα από 100 Vh γονίδια τα οποία χωρίζονται σε 
επτά οικογένειες, περίπου 30 D γονίδια, 9 J h και 11 Ch-

Οι βαριές αλυσίδες των ανοσοσφαιρινών (IgH) με βάση τις δομικές τους 

διαφορές διακρίνονται σε πέντε διαφορετικούς τύπους (α, γ, δ, ε ή μ). Με τον 

τρόπο αυτό οι ανοσοσφαιρίνες ταξινομούνται σε πένιε διακριτές οικογένειες ή 

τάξεις (ισότυποι). Οι διάφορες τάξεις των ανοσοσφαιρινών παρουσιάζουν 

διαφορετικές βιολογικές ιδιότητες και κατανέμονται σε διαφορετικές περιοχές 

του οργανισμού. Οι οικογένειες αυτές έχουν ως εξής (78-80):

• IgA: Έχει διμερή μορφή και λειτουργεί ως πρώτη γραμμή άμυνας του 

οργανισμού ενάντια σε βακτηριακά και ιϊκά αντιγόνα, δηλαδή είναι η κύρια 

ανοσοσφαιρίνη σε όλες τις εξωτερικές εκκρίσεις (δάκρυα, σίελος, βλέννη). 

Αποτελεί το 15-20% των ανοσοσφαιρινών σε ένα φυσιολογικό άτομο. Είναι 

γνωστό ότι υπάρχουν δύο υπο-οικογένειες /υποτάξεις IgA, η IgAl και η IgA2.

• IgG: Υφίσταται ως μονομερές και είναι η πιο κοινή οικογένεια 

ανοσοσφαιρινών (70-75%). Συμμετέχει στη μακροχρόνια ανοσία μέσω των Β- 

λεμφοκυττάρων μνήμης και μπορεί να ενεργοποιήσει τον καταρράκτη των 

ενζύμων του συμπληρώματος. Η IgG μπορεί να διαπεράσει αγγειακά 

τοιχώματα και με τον τρόπο αυτό μητρικής προέλευσης IgG παρέχει ανοσία 

στα νεογέννητα κατά τους πρώτους μήνες ζωής. Αντιγόνα τα οποία 

δεσμεύονται από την IgG εξουδετερώνονται μέσω φαγοκυττάρωσης. Οι υπο­

οικογένειες της IgG (IgG 1, IgG2, IgG3 και IgG4) διαφέρουν στο βαθμό της 

τμηματικής ευκαμψίας.

• IgD: Αποτελεί λιγότερο από 1% των ολικών ανοσοσφαιρινών του 

πλάσματος. Η συμμετοχή της IgD στις ανοσολογικές αντιδράσεις δεν είναι 

ακόμη γνωστή, αλλά ίσως να συμμετέχει στη διαφοροποίηση των 

λεμφοκυττάρων που προκαλείται μετά από έκθεση σε αντιγόνο.

• IgE: Το μονομερές μόριο της IgE έχει μικρό χρόνο ημιζωής και 

συναντάται σε πολύ μικρές συγκεντρώσεις στον οργανισμό. Η IgE προσφέρει 

προστασία ενάντια σε παράσιτα αλλά θεωρείται υπεύθυνη και για πολλές 

αλλεργικές αντιδράσεις στον άνθρωπο (π.χ. άσθμα). Η ανοσοσφαιρίνη IgE 

έχει υποδοχείς για τη σύνδεση με τη μεμβράνη των βασεόφιλων 

λευκοκυττάρων και των μαστοκυττάρων (ή σιτευτικών κυττάρων). Τα κύτταρα
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αυτά έχουν την ικανότητα έκκρισης ισταμίνης, μόλις η ανοσοΟφαιρίνη 

συνδεθεί με το αντίστοιχο αντιγόνο. Οι ποσότητες της ανοσοσφαιρίνης IgE 

είναι αυξημένες σε άτομα σε ατοπικά νοσήματα, δηλαδή σε νοσήματα 

αλλεργικής αιτιολογίας. Στις περιπτώσεις αυτές τα συμπτώματα οφείλονται 

στην ανεξέλεγκτη παραγωγή και έκκριση ισταμίνης.

• IgM: Παράγεται ακόμα και από ανώριμα Β-λεμφοκύτταρα και από 

αυτήν προέρχονται όλες οι άλλες οικογένειες ανοσοσφαιρινών μέσω αλλαγής 

τάξης. Η IgM υφίσταται ως πενταμερές και είναι η πρώτη οικογένεια 

ανοσοσφαιρινών που εμφανίζεται στον οργανισμό μετά από έκθεση σε 

αντιγόνο. Αποτελεί το 10% περίπου των ανοσοσφαιρινών στον άνθρωπο.

Ο ισότυπος αντισώματος ενός Β-κυττάρου αλλάζει κατά την ανάπτυξη 

των κυττάρων και την ενεργοποίηση. Τα ανώριμα Β-λεμφοκΰτταρα, τα οποία 

δεν έχουν εκτεθεί ποτέ σε ένα αντιγόνο, εκφράζουν μόνο τα IgM ισότυπα σε 

μια επιφάνεια των κυττάρων με δεσμευμένη μορφή. Τα Β-λεμφοκύτταρα 

αρχίζουν να εκφράζουν τόσο την IgM όσο και την IgD όταν ωριμάσουν και η 

συνέκφραση και των δύο αυτών ισοτύπων ανοσοσφαιρινών καθιστά το Β- 

λεμφοκύτταρο ώριμο και έτοιμο να απαντήσει στο αντιγόνο 

(ώριμο/περιφερικό παρθένο Β-λεμφοκύτταρο). Την ενεργοποίηση των Β- 

λεμφοκυττάρων ακολουθεί η εμπλοκή του αντισώματος που είναι 

συνδεδεμένο με το κύτταρο με ένα αντιγόνο, που προκαλεί το κύτταρο να 

διαιρεθεί και να διαφοροποιηθεί σε ένα κύτταρο που παράγει αντισώματα 

που ονομάζεται πλασματοκύτταρο. Σε αυτήν την ενεργοποιημένη μορφή, το 

Β-λεμφοκύτταρο αρχίζει να παράγει αντισώματα σε μια εκκρινόμενη μορφή 

και όχι σε μια μορφή δεσμευμένη στη μεμβράνη. Ορισμένα θυγατρικά 

κύτταρα των ενεργοποιημένων Β-λεμφοκυττάρων υφίστανται μεταγωγή 

ισοτύπου (αλλαγή τάξης), ένα μηχανισμό που προκαλεί την παραγωγή 

αντισωμάτων για την αλλαγή από IgM ή IgD σε αντίσωμα άλλου ισοτόπου, 

IgE, IgA ή IgG, που να έχει καθορισμένους ρόλους στο ανοσοποιητικό 

σύστημα. ^
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2. Οι ελαφριές αλυσίδες ίων ανοσοσφαιρινών (IgL) με βάση τις δομικές 
τους διαφορές διακρίνονται σε δύο τύπους τις κάπα (κ) και τις λάμδα (λ) 
αλυσίδες, ενώ δεν έχουν παρατηρηθεί διαφορές στις βιολογικές τους 
δραστηριότητες. Ένα μόριο ανοσοσφαιρίνης μπορεί να έχει μόνο κ ή μόνο λ 

ελαφριές αλυσίδες. Οι κ αλυσίδες είναι περισσότερες των λ (ποσοστό 60% και 
40%, αντίστοιχα). Τα γονίδια που κωδικοποιούν την ελαφριά αλυσίδα των 

ανοσοσφαιρινών εδράζονται στο χρωμόσωμα 2 για την κ αλυσίδα και στο 

χρωμόσωμα 22 για τη λ. Είναι οργανωμένα σε ομάδες γονιδίων, τις V l , J l και 

C l . Υπάρχουν 50-100 V K γονίδια τα οποία χωρίζονται σε τέσσερις 
οικογένειες, πέντε J K γονίδια και ένα C*, ενώ τη λ ελαφριά αλυσίδα 

κωδικοποιούν περίπου 70 Υχ γονίδια, 7-11 γονίδια Jx και 7-11 Cx γονίδια.

ί Στο σημείο αυτό θα πρέπει να διευκρινιστεί ότι λόγω της πολυπλοκότητας

στην οργάνωση του γενετικού τόπου (το σύνολο των γονιδιακών τμημάτων ή 

»ΐί; της περιοχής ενός γονιδίου ή μιας αλληλουχίας DNA σε ένα χρωμόσωμα) των

ανοσοσφαιρινών, με τον όρο “γονίδιο» εννοούμε την αλληλουχία εκείνη του 

ί!;| DNA που κωδικοποιεί ένα συγκεκριμένο τμήμα του τελικού πολυπεπτιδίου

που αποτελεί είτε τη βαριά είτε την ελαφριά αλυσίδα της ανοσοσφαιρίνης.
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one Γυο

regions

Ε ικ .4 :  Δ ο μ ή  α ν θ ρ ώ π ιν η ς  α ν ο σ ο σ φ α ψ ίν η ς  (α ν α κ τη μ έ ν ο  σ α ς  9 / 1 2 / 2 0 1 0  απ ό  το ν

ιστότοπο h t t p : / /w w w .b io .c m u .e d u )

Όπως αναφέρθηκε στο κεφάλαιο σχετικά με τη διαφοροποίηση των Β- 

λεμφοκυττάρων, τα Β-λεμφοκύτταρα έχουν την ικανότητα να εκφράζουν 

επιφανειακές ανοσοσφαιρίνες/ Β-κυτταρικοΰς υποδοχείς ή να εκκρίνουν 

ανοσοσφαιρίνες/αντισώματα στο περιβάλλον. Δηλαδή, οι ανοσοσφαιρίνες 

μπορεί να είναι είτε επιφανειακές (Β-κυτταρικός υποδοχέας) είτε 

εκκρινόμενες. Και στις δύο μορφές έχουν ακριβώς την ίδια δομή, μόνο που η 

επιφανειακή ανοσοσφαιρίνη έχει μία επιπλέον διαμεμβρανική περιοχή στο 

C ’ άκρο (καρβοξυ-τελικό άκρο) που αποτελείται από 26 αμινοξέα. To C' 

άκρο κάθε αλυσίδας μιας ανοσοσφαιρίνης είναι σταθερό, ενώ το Ν’ άκρο 

(αμινο-τελικό άκρο) είναι μεταβλητό (περιοχή δέσμευσης με αντιγόνο). Η 

επιφανειακή ανοσοσφαιρίνη (Ig) επισυνάπτεται στη μεμβράνη των Β- 

λεμφοκυττάρων μέσω τής διαμεμβρανικής περιοχής της, ενώ τα αντισώματα 

είναι η εκκρινόμενη μορφή της Ig και δεν εμφανίζουν την περιοχή πέρα από 

τη μεμβράνη, έτσι ώστε τα αντισώματα μπορούν να εκκρίνονται στο αίμα και
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στις κοιλότητες του σώματος. Ως εκ τούτου, διακρίνονται δύο μορφές 
αντισωμάτων: η διαλυτή μορφή και η μορφή η δεσμευμένη με τη μεμβράνη.

Αναγνώριση ενός αντιγόνου από την επιφανειακή ανοσοσφαιρίνη/Β- 
' κυτταρικό υποδοχέα έχει ως αποτέλεσμα την ενεργοποίηση του Β- 

λεμφοκυττάρου και την έναρξη της διαφοροποίησής του που οδηγεί στην 
παραγωγή πλασματοκυττάρων και μνημονικών Β-λεμφοκυττάρων. Οι 

εκκρινόμενες ανοσοσφαιρίνες/αντισώματα έχουν την ικανότητα, καθώς 

κυκλοφορούν στο αίμα και τις σωματικές κοιλότητες, να συνδέονται με 

κυκλοφορούντο αντιγόντα, με αποτέλεσμα την καταστροφή των τελευταίων 

(μέσω φαγοκυττάρωσης, οψωνινοποίησης κλπ) ή την αποτροπή σύνδεσής 
τους με άλλους κυτταρικούς υποδοχείς.

2 .4 . ΓΟΝΙΔΙΑΚΗ ΔΟΜΗ ΑΝΟΣΟΣΦΑΙΡΙΝΩΝ

Οι ανοσοσφαιρίνες είναι 
πλάσματος και διαθέτουν μία 

βαριές και δύο ελαφριές 

αλυσίδες (τετρα-αλυσιδικό 

μόριο Ig μονομερούς τύπου). 
Τα εκκρινόμενα αντισώματα 

μπορούν επίσης να είναι 

διμερή μόρια με δύο Ig 
μονάδες όπως οι

ανοσοσφαιρίνες IgA,
τετραμερή μόρια με τέσσερις 
Ig μονάδες όπως οι 

ανοσοσφαιρίνες IgM των 
ψαριών, ή πενταμερή μόρια 
με πέντε Ig μονάδες, όπως 
(Εικόνα 5).

βαριές (~ 150 kDa) σφαιρικές πρωτεΐνες του 
βασική δομική μονάδα αποτελούμενη από δύο

Υ
Μονομερές IgD. Ig£. IgG fiiptpiilgA

Dtviaiup̂ tgM

Ε ικ .5 :  Ο ικ ο γ έν ε ιες  α υοσ οσ φ αφ ιυώ υ  

οι ανοσοσφαιρίνες IgM των θηλαστικών (78)
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Τα μεταβλητά τμήματα ενός αντισώματος είναι οι V περιοχές ΐΌυ και 

τα σταθερά τμήματά του είναι οι C περιοχές του. Η μονομερής Ig είναι ένα 

μόριο σε σχήμα “Υ” που αποτελείται από τέσσερις πολυπεπτιδικές αλυσίδες. 

Δύο πανομοιότυπες βαριές αλυσίδες και δύο πανομοιότυπες ελαφριές 

αλυσίδες συνδέονται με δισουλφιδικούς δεσμούς (81).

Α) Β αριά  Α λυσ ίδα

Στα θηλαστικά, υπάρχουν πέντε είδη βαριάς αλυσίδας Ig που 

δηλώνεται με τα ελληνικά γράμματα: α, δ, ε, γ, και μ. Ο τύπος των βαρέων 

αλυσίδων ορίζει την κατηγορία του αντισώματος. Αυτές οι αλυσίδες 

βρίσκονται αντίστοιχα στα αντισώματα IgA, IgD, IgE, IgG και IgM. Οι 

διάφορες βαριές αλυσίδες διαφέρουν σε μέγεθος και σύνθεση. Οι α και γ 

περιέχουν περίπου 450 αμινοξέα, ενώ οι μ  και ε έχουν περίπου 550 

αμινοξέα.

Κάθε βαριά αλυσίδα έχει δύο περιοχές: τη σταθερή και τη μεταβλητή. 

Η σταθερή περιοχή είναι ίδια σε όλα τα αντισώματα του ίδιου ισότυπου, αλλά 

διαφέρει από τα αντισώματα των διαφόρων ισότυπων. Όσον αφορά στη 

γονιδιακή δομή, υπάρχουν περισσότερα από 100 V h  γονίδια τα οποία 

ακολουθούν ένα αρχικό εξόνιο και ένα ενδιάμεσο ιντρόνιο. Ακολουθούν 30 

D h  και 9 J h γονίδια και έπονται τα 11 C h  γονίδια (Εικόνα 6).

.vs
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Β) Ελαφριά Αλυσίδα

Στα θηλαστικά, υπάρχουν δύο τύποι ελαφριάς αλυσίδας 

ανοσοσφαιρίνης, οι οποίες καλούνται λάμδα (λ) και κάππα (κ). Μια ελαφριά 

αλυσίδα έχει δύο διαδοχικούς τομείς, έναν σταθερό τομέα και έναν 

μεταβλητό τομέα. Το κατά προσέγγιση μήκος της ελαφριάς αλυσίδας είναι 

211 με 217 αμινοξέα. Κάθε αντίσωμα περιέχει δύο ελαφριές αλυσίδες που 

είναι πάντοτε οι ίδιες. Μόνο ένα είδος ελαφριάς αλυσίδας, κ ή λ, είναι 

παρούσα ανά αντίσωμα.

Η γονιδιακή δομή των ελαφριών αλυσίδων έχει ως εξής:

• Ελαφριά αλυσίδα λ: Η ομάδα των 70 V\ γονιδίων έπεται ενός αρχικού 

εξονίου και ενός ενδιάμεσου ιντρονίου. Ακολουθεί η περιοχή των 7-11 J\  

και Ca γονιδίων τα οποία διαχωρίζονται από ένα ιντρόνιο (Εικόνα 7).
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Ε ικ . 7: Γ ο ν ιδ ια κ ό ς  τόπ ος ϊη ς  λ  ε λ α φ ρ ιά ς  α λ υ σ ίδ α ς  (α ν α κ τη μ έ ν ο  σ τις  9 / 1 2 / 2 0 1 0  α ϊτό
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• Ελαφριά αλυσίδα κ: Ο γονιδιακός τόπος των V γονιδίων της κ ελαφριάς 
αλυσίδας αποτελείται από δύο τμήματα. Η οργάνωση του πρώτου VK 

γονιδιακοΰ τόπου είναι όμοια με αυτήν για τη λ ελαφριά αλυσίδα και 

περιλαμβάνει 36 VK γονίδια. Ακολουθεί ο δεύτερος γονιδιακός τόπος, ο 

οποίος περιλαμβάνει άλλα 40 περίπου VK γονίδια, καθώς και τα 5 J K 
γονίδια τα οποία διαχωρίζονται από το μοναδικό CK γονίδιο μέσω ενός 
ιντρονίου (Εικόνα 8).
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Ε ικ .8 ; Γ ο ν ιδ ια κ ό ς  τόπος τη ς  κ  ελ α φ ρ ιά ς  α λυ σ ίδ α ς  (α ν α κ τη μ έν ο  στις 9 / 1 2 / 2 0 1 0  από  

τον ισιότοπο h ttp : / /w w w .c u r re n tp ro to c o ls .c o m )
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2 .5 . ΓΟΝΙΔΙΑΚΟΣ ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ ΑΝΟΣΟΣΦΑΙΡΙΝΩΝ

Σε κάθε Β-λεμφοκύτταρο, α ρχικά  γίνεται αναδιάταξη ενός μοναδικού  

αλληλομόρφου του γονιδίου που  κω δικοποιεί τη βαριά αλυσίδα των 

αντισωμάτων και ενός μοναδικού αλληλομόρφου του γονιδίου που 

κω δικοποιεί την ελαφριά αλυσίδα των αντισωμάτων (λ ή κ  αλυσίδα) (82). Εάν 

αυτή η αναδιάταξη είναι επ ιτυ χή ς κα ι παράγει λειτουργικές βαριές κα ι 

ελαφριές αλυσίδες, δεν επ ιχειρείτα ι περαιτέρω  αναδιάταξη. Έτσι, κάθε ώριμο 

Β-λεμφοκύτταρο παράγει αντισώματα μ ε  μ ια  συγκεκριμένη  ειδικότητα. ΙΟ5 

μόρια  αυτού του αντισώματος εμφανίζονται πάνω  στη μ εμ βρά νη  των Β- 

λεμφοκυττάρων (82). Η ικανότητα των ώριμων Β -λεμφοκυττάρων να 

αναγνωρίζουν ένα συγκεκριμένο αντιγόνο είναι προκαθορισμένη  κα ι 

καθορίζεται από  το αρχικό  ειδικό αντιγόνο το οποίο  ήρθε σε επαφ ή  μ ε  το 

ώ ρ ιμ ο /περ ιφ ερ ικό  παρθένο Β -λεμφοκύτταρο, πυροδοτώ ντας την περαιτέρω  

διαφοροποίησή του. Η τυχα ία  αναδιάταξη των γονιδίων του αντισώματος 

δημιουργεί μ ια  τεράστια πο ικ ιλ ία , ενώ ο πλη θυσ μ ός των Β -λεμφοκυττάρων 

στον ανθρώπινο οργανισμό εκτιμάται ότι αντυτροσωπεύει πάνω  α πό  ΙΟ9 

διαφορετικές αντιγονικές ιδιαιτερότητες, δηλαδή  το ανοσολογικό σύστημα 

μέσω των Β-λεμφοκυττάρων έχει την ικανότητα να  αναγνωρίζει πάνω  α π ό  ΙΟ9 

διαφορετικούς αντιγονικούς επ ιτόπους.

Α) Ανασυνδυασμός V(D)J

Ο σωματικός ανασυνδυασμός των ανοσοσφαιρινών, γνωστός κ α ι ως 

ανασυνδυασμός V(D)J, π ερ ιλαμ βά νει τη δη μ ιουργία  μ ια ς  μ ο να δ ικ ή ς 

μεταβλητής περ ιο χή ς  ανοσοσφαιρίνης. Η μεταβλητή περ ιοχή  της κάθε 

βαριάς ή ελαφριάς αλυσίδας τη ς ανοσοσφαιρίνης κω δικοποιείτα ι α π ό  πολλά  

τμήματα  γονιδίων, γνωστά ως γονιδ ιακός τόπος. Τα τμήματα  αυτά 

ονομάζονται μεταβλητής (Variable), πο ικ ιλόμορφ α  (Diversity) κα ι ενωμένα 

(Joining) τμήματα (83). Τα V, D κ α ι J  τμήματα  κω δικοποιούν τις Ig βαριές 

αλυσίδες, αλλά οι Ig ελαφριές αλυσίδες κω δικοποιούντα ι μόνο α πό  V κα ι J

43



Λ

γονιδιακά τμήματα. Υπάρχουν πολλά αντίγραφα των γονιδιακών τμημάτων V, 

D και J  και είναι διαδοχικά διατεταγμένα στο γονιδίωμα των θηλαστικών. Στο 

μυελό των οστών, κάθε αναπτυσσόμενο Β-λεμφοκύτταρο θα εκφράσει μια 

ανοσοσφαιρΐνη μεταβλητής περ ιοχής επιλέγοντας τυχαία  και συνδυάζοντας 

ένα V, ένα D και ένα J  τμήμα του γονιδίου (ή ένα V και ένα τμήμα J  σε μια 

ελαφριά αλυσίδα) (Εικόνα 9). Καθώς υπάρχουν πολλαπλά αντίγραφα του 

κάθε τύπου γονιδιακού τμήματος κα ι διάφοροι συνδυασμοί των τμημάτων 

του γονιδίου που μπορεί να χρησιμοποιηθούν για την παραγωγή κάθε 

μεταβλητής περ ιοχής της ανοσοσφαιρίνης, αυτή η διαδικασία δημιουργεί 

έναν τεράστιο αριθμό αντισωμάτων, τα οποία λόγω των δομικών μοριακών 

διαφορών τους μπορούν να αναγνωρίσουν ένα μεγάλο εύρος διαφορεπκών 

αντιγόνων (84).

Ο μηχανισμός του V(D)J ανασυνδυασμού έχει ως εξής (85-92): Τα 

γονιδιακά τμήματα που μπορούν να ανασυνδυαστούν, φέρουν ειδικές 

γονιδιακές αλληλουχίες που ονομάζονται ακολουθίες RSS (Recom bination 

Signal Sequence) (93, 94). Η εξαιρετικά συντηρούμενη περιοχή RSS, που 

περιλαμβάνει ένα μοτίβο από  ένα επταμερές (heptam er) (CACAGTG) και ένα 

εννιαμερές (nonam er) (ACAAAAACA) μ ε την παρέμβαση ενός διαχωριστικού 

τμήματος, μ ήκους 12 ή 23bp , επιτρέπει τον ανασυνδυασμό V(D)J του 

γονιδίου της ανοσοσφαιρίνης σύμφωνα με τον κανόνα «12/23» (ένα γονιδιακά 

τμήμα  μ πορεί να ανασυνδυαστεΐ μόνο μ ε  ένα άλλο γονιδιακά τμήμα το οποίο 

φέρει διαφορετικό διαχωριστικό) (95-100). Για παράδειγμα, σε μ ια  

απλουστευμένη διαδικασία ανασυνδυασμού V(D)J, τα V, D και J  κώδικά 

τμήματα της ανοσοσφαιρίνης πλαισιώνονται από RSS, τα οποία είναι σε 

αντίθετες κατευθύνσεις στα 5 ’ κα ι 3 ’ άκρα των κωδικών ακολουθιών. Δηλαδή, 

τα RSS βρίσκονται στο 3 ’ άκρο του κάθε τμήματος V, τα 3 ’ και 5 ’ άκρα σε 

κάθε τμήμα D κα ι στο 5 ’ άκρο του κάθε τμήματος J .  Ένα πρωτεϊνικό 

σύμπλεγμα που φέρει τα προϊόντα Rag 1 και Rag 2 (Recom bination 

Activating Genes) ενώνονται ειδικά μ ε τις ακολουθίες RSS. Τα μεμονωμένα 

γονιδιακά τμήματα, στα RSS των οποίων οι πρωτεΐνες Rag 1 και Rag 2 

ενώνονται, επιλέγονται τυχα ία  από  έναν αριθμό αντιγράφων που είναι
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παρόντα σε κάθε γονιδιακό τόπο. Τα πρωτεϊνικά συμπλέγματα Rag 1 kai Rag 

2 φέρουν μαζί τα γονιδιακά τμήματα που πρόκειται να ανασυνδυαστοΰν και 

κόβουν το DNA ακριβώς στο σημείο σύνδεσης του γονιδιακού τμήματος με το 

αντίστοιχο τμήμα RSS. Αυτή η τομή δημιουργεί ένα τμήμα DNA σε σχήμα 

«φουρκέτας» στο πέρας του γονιδιακού τμήματος και δίκλωνα άκρα στο 

πέρας των RSS. Επιπλέον πρωτεΐνες, όπως η DNA-dependent protein kinase 

(DNA-PK), η Ku (101-103), η Artemis (104) και ένα διμερές των DNA ligase 

και XRCC4 (105, 106), ενσωματώνονται σε ένα μεγάλο σύμπλοκο με τις 

πρωτεΐνες Rag. Τα δύο τμήματα RSS ενώνονται, σχηματίζοντας το “signed 

jo in t”, ώστε να προκύψει ένα κυκλικό τμήμα DNA που δεν παίζει κάποιο 

ρόλο στη διαδικασία ανασυνδυασμού. Οι δομές φουρκέτας στο τέλος των 

γονιδιακών τμημάτων κόβονται και ένα άλλο ένζυμο, η πρωτεΐνη TdT 

(Terminal deoxynucleotidyl Transferase), προσθέτει επιπλέον νουκλεοτίδια 

στα πέρατα των ελεύθερων πλέον άκρων του DNA (Ν νουκλεοτίδια) (92). Τα 

άλλα ένζυμα του συμπλόκου ενώνουν τις δύο αυτές ελεύθερες άκρες, 

φέρνοντας σε πέρας τη διαδικασία του ανασυνδυασμού.

Είναι δυνατόν κατά τη διάρκεια του ανασυνδυασμού να λάβει χώρα 

σχάση της μίας μόνο αλυσίδας του DNA στην περιοχή της «φουρκέτας». Αυτό 

οδηγεί στη δημιουργία μιας αλυσίδας με προεζέχοντα 3 ’ ή 5 ’ άκρα η οποία 

φέρει παλινδρομικά τα τελευταία νουκλεοτίδια της άλλης αλυσίδας (Ρ 

nucleotides) (92, 107, 108).

Ειδικότερα, ο ανασυνδυασμός της βαριάς αλυσίδας ακολουθεί τα 

παρακάτω βήματα:

• Μια D και μια J  ακολουθία συνενώνονται

• Ένα V τμήμα συνενώνεται με το τμήμα D J και όλα τα 

παρεμβαίνοντα Vn και J n απομακρύνονται. Αυτό φέρνει τα V, D 

και J  τμήματα γονιδίων μαζί, σε ένα μεταγραφικό πλαίσιο 

ανάγνωσης, στο επίπεδο του DNA, δημιουργώντας ένα 

πολυαδενυ^ιωμένο προϊόν mRNA: leader exon, V, D, J ,  C, poly 

A.

Για την ελαφριά αλυσίδα ο ανασυνδυασμός έχει ως εξής:
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• Αρχικά συνενώνονται μια V και μια J  ακολουθία (στην ελαφριά 

αλυσίδα απουσιάζουν τα D γονίδια), με μερικές χιλιάδες 
ζευγάρια βάσεων να χωρίζουν τα J  και C τμήματα.

• Στη συνέχεια αυτό μεταγράφεται σε ένα πολυαδενυλιωμένο 

πρωτογενές αντίγραφο και η παρεμβαίνουσα ακολουθία 

απομακρύνεται. Αυτό δημιουργεί ένα προϊόν mRNA: leader 

exon, V, J , C, poly A.

Αφ' ότου σε ένα Β-λεμφοκύτταρο παραχθεί ένα λειτουργικό γονίδιο 

ανοσοσφαιρίνης με την διαδικασία ανασυνδυασμού V(D)J, αυτό δεν μπορεί 
να εκφράσει οποιαδήποτε άλλη μεταβλητή περιοχή. Η διαδικασία αυτή είναι 

γνωστή ως αποκλεισμός αλληλομόρφου κι έτσι κάθε Β-κύτταρο μπορεί να 

παράγει αντισώματα που περιέχουν μόνο ένα είδος μεταβλητής αλυσίδας 

(109).

ί,, \

ι ν ρ.»

Εικ.9: Ανασυυδυασμόςβαριάς και ελαφριάς αλυσίδας (ανακτημένο στις 9 /12 /2010  
από τον ιστότοπο http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
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Β) Σωματική Υ περμετάλλαξη και Ω ρΐμανση Σ υ γ γ ένε ια ς

Μετά από την ενεργοποίηση με το αντιγόνο, τα Β-λεμφοκΰτταρα 

αρχίζουν να πολλαπλασιάζονται μ ε  ταχείς ρυθμούς. Σε αυτά τα ταχέως 

διαιρούμενα κύτταρα, τα γονίδια που κω δικοποιούν τις μεταβλητές περ ιοχές 

των βαρέων και ελαφρών αλυσίδων υφίστανται ένα υψ ηλό ποσοστό 

σημειακών μεταλλάξεων με μ ια  διαδικασία αποκαλούμενη  ως σωματική 

υπερμετάλλαξη (SHM). Η SHM έχει ως αποτέλεσμα την αλλαγή περ ίπου  ενός 

νουκλεοτιδίου ανά μεταβλητό γονίδιο, ανά κυτταρική διαίρεση (110, 111). 

Κατά συνέπεια, οποιαδήποτε θυγατρικά Β-λεμφοκύτταρα θα  αποκτήσουν 

μ ικρές διαφορές αμινοξέος στους μεταβλητούς τομείς των αλυσίδων των 

αντισωμάτων τους.

Αυτό συντελεί στην αύξηση της πο ικ ιλομορφ ίας των διαθέσιμω ν 

αντισωμάτων κα ι έχει επιπτώσεις στη συγγένεια του αντισώματος μ ε  το 

αντιγόνο (112). Μ ερικές σημειακές μεταλλάξεις θα  έχουν ως αποτέλεσμα την 

παραγωγή αντισωμάτων που  έχουν μ ια  π ιο  α δύναμ η  αλληλεπίδραση 

(χαμηλή συγγένεια) μ ε  το ειδικό αντιγόνο από το αρχικό  αντίσωμα, κα ι 

ορισμένες μεταλλάξεις θα δημιουργήσουν αντισώματα μ ε  ισχυρότερη 

αλληλεπίδραση (υψηλής συγγένειας) (113). Τα Β -λεμφοκύτταρα που  

εκφράζουν υψ ηλά αντισώματα συγγένειας στην επ ιφ άνεια  τους, θα  λάβουν 

ένα ισχυρό μ ήνυμ α  επιβίω σης κατά τη δ ιάρκεια  της αλληλεπίδρασης μ ε  

άλλα κύτταρα, ενώ τα Β -λεμφοκύτταρα μ ε  αντισώματα χ α μ η λ ή ς  συγγένειας 

δε θα έχουν κα ι θα θανατωθούν μ ε  απόπτωση (113). Έτσι, τα Β- 

λεμφοκύτταρα που  εκφράζουν τα αντισώματα μ ε  τη μεγαλύτερη συγγένεια 

για το αντιγόνο θα  ανταγωνίζονται εκείνα  μ ε  ασθενέστερη συγγένεια γ ια  την 

επιβίωσή τους κα ι την συμμετοχή  τους στις ανοσοαποκρίσεις. Η δ ιαδικασ ία  

της παραγω γής αντισωμάτων μ ε  αυξημένες δεσμευτικές συγγένειες 

ονομάζεται ωρΐμανση συγγένειας. Η ωρΐμανση συγγένειας εμφανίζεται σε 

ώριμα Β-λεμφοκύτταρα μετά τον ανασυνδυασμό V(D)J κ α ι εξαρτάται α π ό  τη 

βοήθεια των βοηθητικώγ\Τ-λεμφοκυττάρων (114).
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Γ) Αλλαγή Τάξεως

Η αλλαγή ισοιύπου ή τάξεως είναι μια βιολογική διαδικασία που 
. συμβαίνει μετά την ενεργοποίηση των Β-λεμφοκυττάρων και η οποία 

' επιτρέπει στο κύτταρο να παράγει διάφορες κατηγορίες αντισωμάτων (IgA, 

IgE ή IgG) (84, 115). Οι διάφορες τάξεις του αντισώματος καθορίζονται από 
τις σταθερές (C) περιοχές της βαριάς αλυσίδας της ανοσοσφαιρίνης. Αρχικά, 

τα ανώριμα Β-λεμφοκύτταρα εκφράζουν στην κυτταρική επιφάνειά τους μόνο 

τις ανοσοσφαιρίνες επιφάνειας IgM και IgD με πανομοιότυπες περιοχές 

δέσμευσης αντιγόνων. Κάθε ισότυπος είναι προσαρμοσμένος για μια 

ξεχωριστή λειτουργία και ως εκ τούτου, μετά την ενεργοποίηση, ένα αντίσωμα 

με δραστική λειτουργία IgG, IgA, ή IgE μπορεί να απαιτείται για την 

αποτελεσματική εξάλειψη ενός αντιγόνου. Η αλλαγή τάξεως επιτρέπει στα 
διαφορετικά θυγατρικά κύτταρα από τον ίδιο ενεργοποιημένο Β- 
λεμφοκύτταρο να παράγουν τα αντισώματα των διαφόρων ισοτόπων. Μόνο η 

σταθερή περιοχή της βαριάς αλυσίδας του αντισώματος υφίσταται αλλαγές 

κατά τη διάρκεια της αλλαγής τάξεως. Οι μεταβλητές περιοχές και ως εκ 

τούτου και η ειδικότητα του αντιγόνου, παραμένουν αμετάβλητες. Η αλλαγή 

τάξεως ενεργοποιείται από τις κυτταροκίνες (IL-4, IL-5, ΤϋΡβ) και κατά 

συνέπεια, ο ισότυπος που παράγεται εξαρτάται από το ποιες κυτταροκίνες 
είναι παρούσες στο περιβάλλον των Β-λεμφοκυττάρων (115).

Η αλλαγή τάξεως λαμβάνει χώρα στην περιοχή της βαριάς αλυσίδας 

του γονιδιώματος από ένα μηχανισμό που ονομάζεται ανασυνδυασμός 
αλλαγής τάξεως (CSR - class switch recombination) (116). Ο μηχανισμός 

αυτός βασίζεται σε συντηρημένες αλληλουχίες, που ονομάζονται περιοχές 
αλλαγής (S), που βρέθηκαν στο DNA ανοδικά της κάθε σταθερής περιοχής 

του γονιδίου (εκτός από την αλυσίδα δ). To DNA σπάει από τη δραστηριότητα 

μιας σειράς ενζύμων (AID/Activation-Induced Cytidine Deaminase, Uracil 
DNA Glycosylase) σε δύο επιλεγμένες περιοχές S (117). Το εξώνιο του 
μεταβλητού τομέα επανασυνδέεται μέσω μιας διαδικασίας που ονομάζεται 

μη ομόλογη τελική ένωση (NHEJ - non-homologous end joining) (118-124) 
στην επιθυμητή σταθερή περιοχή (γ, α ή ε). Αυτή η διαδικασία οδηγεί σε ένα 
γονίδιο που κωδικοποιεί ένα αντίσωμα διαφορετικής τάξης (125) (Εικόνα 10).
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Heavy chain genes in IgM expressing cell 

VDJ x C(t C6 Cy3 Cyl

μ mRNA 

b mRNA

Switch
recombination

Heavy chain 
genes in IgE- 
expressing cell

VDJ

S S
Sermline transcript

Cy2b AID=Activation Induced 
cytidine Deaminase

Ct Cu 

ε mRNA

Ε ικ .1 0 :  Α λ λ α γ ή  τά ξη ς  (α ν α κ τη μ έ ν ο  σ τις  9 / 1 2 / 2 0 1 0  απ ό το ν  ιστότοπο  

h t t p : /  /  w w w . u m a s s m e d . e d u )

2 .6 . ΤΡΟΠΟΙ ΔΡΑΣΗΣ ΤΩΝ ΑΝΟΣΟΣΦΑΙΡΙΝΩΝ

Οι ανοσοσφαιρίνες συμμετέχουν στις ε ιδ ικές χ υ μ ικ ές  αντιδράσεις του 

ανοσοποιητικού συστήματος κα ι έχουν την ιδιότητα να προλαμ βάνουν την 

επέκταση ενδοκυττάριων λοιμώξεων. Ε ίναι ειδ ικές έναντι του αντιγόνου που  

τις ενεργοποίησε κα ι διατηρούν μ νή μ η  του συμβάντος προσφέροντας μ ε  τον 

τρόπο αυτό μακροχρόνια  ανοσία.

Με τον όρο αντιγόνο, εννοούμε κά θε ουσία η οποία  αναγνωρίζεται ως 

ξένη από τον οργανισμό κα ι μ π ορ εί να πυροδοτήσει τις ε ιδ ικές (χυμ ικές κα ι 

κυτταρικές) ανοσολογικές απαντήσεις. Η αντιγονικότητα μ ια ς  ουσίας 

εξαρτάται από το μοριακό της βάρος, από  την πολυπλοκότητά  της, από  την 

οδό εισόδου στον οργανισμό, από  την συγκέντρωσή της αλλά κα ι από  άλλους 

παράγοντες. Ουσίες μεγάλου μοριακού  βάρους (> 1 0 0 k D ) θεωρούνται ισχυρά 

αντιγόνα, αλλά κα ι μ ικρομ ορ ια κές ουσίες (απτίνες) μ πορ ούν  να
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πυροδοτήσουν μια ανοσολογική απάντηση μετά από σύνδεση τους με μια 

πρωτεΐνη-φορέα.

Οι ανοσοσφαιρίνες μπορούν να αναγνωρίσουν ένα επιφανειακό τμήμα 
του αντιγόνου, το οποίο καλείται αντιγονικός καθοριστής ή επίτοπος. Το 

αντιγόνο μπορεί να φέρει στην επιφάνειά του έναν ή πολλούς ίδιους ή 

πολλούς διαφορετικούς επιτόπους. Για το λόγο αυτό, οι ανοσολογικές 

απαντήσεις μπορεί να είναι μονοκλωνικές, ολιγοκλωνικές ή πολυκλωνικές. Η 

σύνδεση ενός αντισώματος με ένα αντιγόνο είναι αμφίδρομη και 
επιτυγχάνεται μέσω ασθενών μη-ομοιοπολικών δεσμών.

Οι κυριότεροι τρόποι δράσης των ανοσοσφαιρινών είναι οι ακόλουθοι:

1. Εξουδετέρωση: Τα αντισώματα συνδέονται στην επιφάνεια των 

αντιγόνων αποτρέπονιας με τον τρόπο αυτό τη σύνδεση των 
τελευταίων με υποδοχείς των κυττάρων του ξενιστή.

2. Ενεργοποίηση του συστήματος του συμπληρώματος: Η σύνδεση 
αντισωμάτων IgG ή IgM στην επιφάνεια ενός αντιγόνου μπορεί να 

ενεργοποιήσει τον καταρράκτη των ένζυμων του συμπληρώματος 

και να οδηγήσει σε φαγοκυττάρωση ή κυτταρόλυση του αντιγόνου.

3. Οψωνινοποίηση: Αντιγόνα συνδεδεμένα με αντισώματα IgG

αναγνωρίζονται από μακροφάγα και ουδετερόφιλα 
πολυμορφοπύρηνα λευκοκύτταρα και φαγοκυτταρώνονται.

4. Κυτταροτοξικότητα εξαρτώμενη από αντισώματα (ADCC): Σύνδεση 
αντισωμάτων IgG με κύτταρα μπορεί να οδηγήσει στην 

καταστροφή των τελευταίων από ΝΚ-κύτταρα, ουδετερόφιλα, 

ηωσινόφιλα και άλλα λευκοκύτταρα.

5. Άμεσου τύπου (τύπου I) υπερευαισθησία από IgE: Η

υπερευαισθησία τύπου I εμφανίζεται όταν η απόκριση των 
αντισωμάτων IgE στρέφεται εναντίον αβλαβών περιβαλλοντικών 

αντιγόνων/αλλεργιογόνων (γύρη, ακάρεα). Σε αυτή την περίπτωση, 
αντισώματα τύπου IgE (κλάσμα Fc) συνδέονται με μαστοκύτταρα 

(σιτευτικά κύτταρα, m ast cells). Η σύνδεση αυτή προκαλεί 
αποκοκκίωση, απελευθέρωση ουσιών όπως η ισταμίνη και οδηγεί
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σε αντίδραση υπερευαισθησίας. Συμπτώματα της 

υπερευαισθησίας τύπου I από αντισώματα IgE είναι το άσθμα, το 

έκζεμα και η αλλεργική ρινίτις.

2 .7 . ΠΟΙΚΙΛΟΤΗΤΑ ΑΝΟΣΟΣΦΑΙΡΙΝΩΝ

Σχεδόν όλα τα μικρόβια μπορεί να προκαλέσουν μια ανοσολογική 

αντίδραση. Η επιτυχής αναγνώριση και εξάλειψη των πολλών διαφορετικών 

ειδών μικροβίων απαιτεί πολυμορφία μεταξύ των αντισωμάτων. Η αμινοξική 

τους σύσταση ποικίλλει, επιτρέποντάς τους να αναγνωρίζουν πολλά 

διαφορετικά αντιγόνα. Εκτιμάται ότι οι άνθρωποι παράγουν περίπου ΙΟ9 

διαφορετυ<ά αντισώματα, κάθε ένα από τα οποία είναι ικανό να δεσμεύει 

ένα συγκεκριμένο επίτοπο του αντιγόνου (126). Παρά το γεγονός ότι ένα 

τεράστιο πλήθος διαφορετικών αντισωμάτων παράγεται σε ένα μόνο άτομο, ο 

αριθμός των γονιδίων διαθέσιμων να παράγουν αυτές τις πρωτεΐνες 

περιορίζονται από το μέγεθος του ανθρώπινου γονιδιώματος. Αρκετά 

περίπλοκοι γενετικοί μηχανισμοί έχουν εξελιχθεί που επιτρέπουν στα Β- 

λεμφοκύτταρα να παράγουν μια ποικίλη ομάδα αντισωμάτων από ένα 

σχετικά μικρό αριθμό γονιδίων (83).

Κατά την πάροδο των χρόνων, έχουν διατυπωθεί διάφορες θεωρίες που 

προσπάθησαν να εξηγήσουν τη δημιουργία των αντισωμάτων. Η θεωρία του 

Ehrlich (127) περί πλευρικής αλυσίδας ανέφερε ότι η σύνδεση ενός 

αντιγόνου με έναν προϋπάρχοντα Β-κυτταρικό υποδοχέα, προκαλούσε την 

περαιτέρω σύνθεση και έκκριση ίδιων υποδοχέων από το κύτταρο. Μετά από 

αμφισβήτηση του Landsteiner σχετικά με την ικανότητα του ανοσοποιητικού 

συστήματος να αποκτήσει και να διατηρήσει, μέσω της φυσικής επιλογής, 

γονίδια που να κωδικοποιούν για αντισώματα έναντι νέων, τεχνητά 

παραγόμενων αντιγόνων, προέκυψε η καθοδηγητική υπόθεση (128). Η 

παραπάνω υπόθεση προτείνει ένα εύπλαστο μόριο, στο οποίο, μετά από 

αλληλεπίδραση με το αντιγόνο, σχηματίζεται μια συμπληρωματική θέση
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δέσμευσης. Τέλος, οι Jem e  και Burnet (129, 130), μέσω της θεωρίας της 
κλωνικής επιλογής, υποστήριξαν ότι κάθε λεμφοκύτταρο παράγει ένα 
συγκεκριμένο τύπο ανοσοσφαιρίνης και το εκάστοτε αντιγόνο «επιλέγει* και 
διεγείρει τα κύτταρα που φέρουν αυτόν τον τύπο ανοσοσφαιρίνης.

Ωστόσο, καμία από τις παραπάνω θεωρίες δεν μπορούσε να εξηγήσει τη 
μεγάλη ποικιλότητα του αριθμού των αντισωμάτων. Σήμερα η ποικιλότητα 

των ανοσοσφαιρινών αποδίδεται σε διάφορες αιτίες και μπορεί να προκύιμει 

σε διαφορετικά στάδια κατά την παραγωγή των ανοσοσφαιρινών:

1. Όπως έχει αναφερθεί οπήν παράγραφο σχετικά με την 
μορφολογία των ανοσοσφαιρινών (2.3 Μορφολογία και οικογένειες 

ανοσοσφαιρινών), οι ανοσοσφαιρίνες αποτελούνται από δύο βαριές και δύο 

ελαφριές αλυσίδες, ενώ οι ελαφριές αλυσίδες μπορεί να είναι είτε κ είτε λ. 
Καθώς οποιαδήποτε βαριά αλυσίδα μπορεί να συνδυαστεί με οποιαδήποτε 

ελαφριά, ο αριθμός των διαφορετικών αντισωμάτων είναι ίσος με το γινόμενο 
του αριθμού των βαριών και των ελαφριών αλυσίδων.

2. Ενώ οι σταθερές περιοχές των αλυσίδων κωδικοποιούνται από 

ένα ή ελάχιστα γονίδια, οι μεταβλητές περιοχές κωδικοποιούνται από 
πληθώρα V, D, J  γονιδίων.

3. Οι Wu και Kabat απέδειξαν το 1970 (131) ότι η μεταβλητότητα 

τόσο της ελαφριάς, όσο και της βαριάς αλυσίδας είναι επικεντρωμένη σε τρεις 

υπερμετάβλητες περιοχές οι οποίες περιβάλλονται από πλαίσια σχετικά 
αμετάβλητων αλληλουχιών (Frameworks/FRs). Όπως αποδείχτηκε αργότερα, 

οι περιοχές αυτές είναι οι περιοχές επαφής με το αντιγόνο και καλούνται 

περιοχές καθορισμού συμπληρωματικότητας (Complementary Determining 

Regions - CDRs). Η ιδιότυπη ποικιλότητα φαίνεται να ευθύνεται για το 5% 
της συνολικής ποικιλότητας των ανοσοσφαιρινών.

4. Κατά το γονιδιακό ανασυνδυασμό των ανοσοσφαιρινών, είναι 

δυνατόν να γίνει ασύμμετρο άνοιγμα των κωδικοποιητικών άκρων της δομής 

φουρκέτας, με αποτέλεσμα την παραγωγή μη συμπληρωματικών 
αλληλουχιών που ενσωματώνονται στις γονιδιακές περιοχές. Τα εν λόγω 

νουκλεοτίδια καλούνται Ρ (Palindromic). Επιπλέον, είναι πιθανό στο 3 ’ άκρο 
της αλληλουχίας μεταξύ των V και D γονιδίων, καθώς και μεταξύ των D και J
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γονιδίων να προστεθούν τυχαία Ν (Non - templated) νουκλεοτίδια με την 

δράση του ένζυμου τερματική δεοξυνουκλεοτιδική τρανσφεράση (TdT). Η 

προσθήκη των Ν νουκλεοτιδίων ονομάζεται ποικιλότητα της Ν-περιοχής, η 

οποία δεν κωδικοποιείται από τη γενετική σειρά.

5. Το φαινόμενο της σωματικής μεταλλαγής αφορά σε μεταλλάζεις 

οι οποίες συμβαίνουν σε σωματικά χρωμοσώματα, ενώ τα Β-λεμφοκύτταρα 

είναι ακόμα στο βλαστικό κέντρο και οφείλονται σε σημειακές αλλαγές 

βάσεων. Στη σωματική μεταλλαγή συμμετέχουν ένζυμα όπως η Activating 

Induced Cytidine Deaminase AID, η οποία μετατρέπει κυτοσίνες (C) σε 

ουρακκίλες (U) και η Uracil-DNA Glycosylase, η οποία απομακρΰνει 

ουρακίλες (U).

6. Σε αρκετά τμήματα των V και J  γονιδίων είναι δυνατόν να 

ενσωματωθούν περιοχές ψευδογονιδίων, οι οποίες μεταβάλλουν την 

αλληλουχία του DNA (γονιδιακή μετατροπή).

7. Τέλος, τα D γονίδια που απαντώνται μόνο στη βαριά αλυσίδα 

των ανοσοσφαιρινών, είναι ιδιαιτέρως μεταβλητά όσον αφορά τόσο στον 

αριθμό των κωδικονίων όσο και στην αλληλουχία τους. Επιπλέον, η D 

περιοχή μπορεί να αναγνωστεϊ σωστά με τρία διαφορετικά πλαίσια 

ανάγνωσης (Reading Frame - RF), γεγονός που συμβάλλει στην αύξηση της 

ποικιλότητας.
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ΣΚΟΠΟΣ

Σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής είναι:

1. Η διαπίστωση πιθανής μονοκλωνικότητας και η ανίχνευση των 

κλωνικών αναδιατάξεων των γονιδίων της βαριάς αλυσίδας του 

υποδοχέα των Β-λεμφοκυττάρων, σε ιστολογικά δείγματα 

ασθενών με διάγνωση «διάχυτο λέμφωμα από μεγάλα Β- 

λεμφοκΰτταρα (DLBCL)», με τη χρήση μοριακών τεχνικών 

(Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης).

2. Η εύρεση της συνηθέστερα παρατηρούμενης αναδιάταξης σε 

πάσχοντες από DLBCL στην περιοχή της Ηπείρου.

3. Η αλληλούχιση των αναδιατάξεων αυτών και η μετέπειτα 

σύγκρισή τους με τις ήδη κατατεθειμένες αναδιατάξεις σε 

παγκόσμια βάση δεδομένων.



ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

1. ΥΛΙΚΑ

1.1 . ΙΣΤΟΛΟΓΙΚΑ ΔΕΙΓΜΑΤΑ

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή χρησιμοποιήθηκαν ιστολογικά 

δείγματα μονιμοποιημένα σε φορμόλη και εγκλεισθέντα σε παραφίνη (FFPE), 

καθώς και νωπά ιστολογικά δείγματα βαθειάς κατάψυξης. Όλα τα δείγματα 

προήλθαν από ασθενείς του Πανεπιστημιακού Γενικού Νοσοκομείου 

Ιωαννίνων.

1 .2 . ΘΡΕΠΤΙΚΑ ΥΛΙΚΑ

Για τα πειράματα χρησιμοποιήθηκε .τόσο υγρό θρεπτικό υλικό (Luria 

Broth/L.B.), όσο και στερεό θρεπτικό υλικό (Luria Agar/L.A.).

Η σύσταση του υγρού θρεπτικού υλικού (L.B.) ήταν:

• 1% Tryptone,

• 0.5% Yeast extract και

• 1% NaCl

Η σύσταση του στερεού θρεπτικού υλικού (L.A.) ήταν:

• 1% Tryptone,

• 0.5% Yeast extract

• 1% NaCl κ’αι

1.5% Agar



A

Η ρύθμιση του ρΗ=7 για όλα τα θρεπτικά υλικά έγινε με προσθήκη 

ΝαΟΗ.

Η προετοιμασία των θρεπτικών υλικών περιλάμβανε τη διάλυση των 

επι μέρους συστατικών τους σε απεσταγμένο νερό και την αποστείρωσή τους 

για 20min στους 120°C υπό πίεση 15psi με τη βοήθεια της συσκευής 
Prestige Medical Series 2100 Clinical Autoclave (Εικόνα 11).

To στερεό θρεπτικό υλικό επιστρώθηκε σε τρυβλία και 

χρησιμοποιήθηκε για την ανάπτυξη αποικιών από μετασχηματισμένα 

κύτταρα, ενώ το υγρό θρεπτικό μέσο ανάπτυξης χρησιμοποιήθηκε για την 

υγρή καλλιέργεια επιλεγμένων αποικιών. Μετά την προετοιμασία τους, τα 
θρεπτικά υλικά αποθηκεύτηκαν στους 4*C.
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1 .3 . ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΑ

Το αντιβιοτικό που χρησιμοποιήθηκε για την επιλογή ανθεκτικών 

αποικιών ήταν η καναμυκίνη (Kan). Το εν λόγω αντιβιοτικό έχει την 

ικανότητα να προσδένεται στο 70S ριβόσωμα με αποτέλεσμα να 

προκαλούνται λάθη κατά την ανάγνωση του αγγελιοφόρου RNA (mRNA). 

Πλασμίδια τα οποία φέρουν το γονίδιο kam έχουν την ικανότητα να 

κωδικοποιούν την τρανσφεράση των αμινογλυκοσιδίων, η οποία τροποποιεί 

την καναμυκίνη και εμποδίζει τη μεταφορά της στο εσωτερικό του κυττάρου. 

Με τον τρόπο αυτό, βακτήρια που φέρουν πλασμίδια με το γονίδιο kam 

έχουν ανοσία στο αντιβιοτικό καναμυκίνη.

Το υδατικό διάλυμα της καναμυκίνης αποστειρώθηκε με διήθηση μέσω 

αποστειρωμένων φίλτρων νιτρικής κυτταρίνης, μεγέθους πόρων 0,45 μπι. Το 

αντιβιοτικό προστέθηκε στα θρεπτικά μέσα μετά από την αποστείρωση των 

τελευταίων και όταν η θερμοκρασία τους είχε μειωθεί στους 45-50°C. Η 

τελική συγκέντρωση της Καναμυκίνης στα θρεπτικά υλικά ήταν 50μ§/πι1.

1 .4 . ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΕΣ

Για τη διεξαγωγή των πειραμάτων Αλυσιδωτής Αντίδρασης 

Πολυμεράσης χρησιμοποιήθηκε η πολυμεράση Platinum® Taq DNA της 

εταιρίας Invitrogen (Cat.No. 10966-018), η ενεργότητα της οποίας είναι 

5 U n its^ l. Η συγκεκριμένη πολυμεράση είναι ουσιαστικά ένα σΰμπλοκο της 

Taq DNA πολυμεράσης με ένα ειδικό αντίσωμα το οποίο μπλοκάρει την 

ενζυμική της δράση σε θερμοκρασίες περιβάλλοντος. Αναίρεση της ενζυμικής 

αναστολής επιτυγχάνεται με το αρχικό στάδιο θέρμανσης του ένζυμου στους 

94°C για 2min, δημιουργώντας κατά αυτόν τον τρόπο συνθήκες “hot s ta rt” 

PCR(132, 133). Επιπλέον, έχει την ικανότητα να δρα ως τρανσφεράση 

προσθέτοντας μία επιπλέον βάση Αδενίνης στο 3 ’ άκρο του προϊόντος της 

PCR, δημιουργώντας κατά αυτόν τον τρόπο “κολλώδη άκρα” (sticky ends).
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Η σύσταση του διαλύματος φύλαξης της Platinum® Taq DNA 

πολυμεράσης είναι η ακόλουθη:

• 20mM Tris-HCl ρΗ=8

ν · 40mM NaCl

• 2mM NaP04

• 0,1 mM EDTA

• ImM DTT

• 50% (v/v) Γλυκερόλη (Glycerol)

• Σταθεροποιητές (Stabilizers)

Η σύσταση του ρυθμιστικού διαλύματος της πολυμεράσης είναι:

• 200mM Tris-HCl ρΗ=8,4

• 500mM KC1

Τα κατιόντα Mg+2 διατίθενται σε διάλυμα MgCb συγκέντρωσης 50mM.

Δοκιμαστικές αντιδράσεις PCR έγιναν και με τις ακόλουθες 

πολυμεράσες:

1. Taq DNA Polymerase της εταιρίας Invitrogen (Cat. No. 18038- 
018). H Taq πολυμεράση έχει απομονωθεί από το βακτήριο 

Thermus aquaticus ΥΤ1 και έχει μέγεθος περίπου 94kDa. 

Παρέχεται σε ενεργότητα 5 υ /μ 1 .

2. Platinum® Pfx DNA Polymerase της εταιρίας Invitrogen (Cat. No. 
11708-013). Η συγκεκριμένη πολυμεράση είναι ανασυνδυασμένη 

DNA πολυμεράση από το στέλεχος KOD του βακτηρίου 
Thermococcus sp.(134, 135). Παρέχεται σε ανενεργή μορφή, 

λόγω σύνδεσης με το αντίσωμα Platinum®, αλλά αναίρεση της
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ενζυμικής αναστολής μπορεί να επιτευχθεί με ένα αρχικό στάδιο 

θέρμανσης του ένζυμου στους 94°C για 2min, δημιουργώντας 

κατά αυτόν τον τρόπο συνθήκες “hot start” PCR (132) και 

αυξάνοντας την ευαισθησία, την ειδίκευση και την απόδοση του 

ένζυμου. Παρέχεται σε ενεργότητα 2,5υ/μ1.

Για περιοχές πλούσιες σε GC ή για περιοχές που παρουσιάζουν 

δυσκολία ενίσχυσης, παρέχεται ένα ειδικό ενισχυτικό διάλυμα 

(Enhancer Solution).

3. Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity της εταιρίας 

Invitrogen (Cat. No. 11304-011). Αυτό το ένζυμο είναι ένα 

σύμπλοκο ανασυνδυασμένης Taq πολυμεράσης, της πολυμεράσης 

του βακτηρίου Pyrococcus sp. GB-D και του αντισώματος 

Platinum® Taq(136). Παρέχεται σε ενεργότητα 5U/μ ΐ και λόγω 

του αντισώματος Platinum® απαιτεί ένα αρχικό στάδιο 

θέρμανσης, όπως και η Platinum® Pfx πολυμεράση(132).

Κύριο χαρακτηριστικό της είναι ότι μπορεί να χρησιμοποιηθεί για 

την ενίσχυση μικρών αλλά και μεγάλων (12-20kb) περιοχών DNA 

και επίσης ότι έχει την ικανότητα να δρα ως τρανσφεράση 

προσθέτοντας μία επιπλέον βάση Αδενίνης στο 3 ’ άκρο του 

προϊόντος της PCR.

1 .5 . ΟΛΙΓΟΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΪΑ

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή χρησιμοποιήθηκαν ως 

πριμοδοτικά μόρια για τις αντιδράσεις PCR τα ολιγονουκλεοτίδια που 

περιέχονταν στο πακέτο υλικών της εταιρίας InVivoScribe Technologies IGH 

Gene Rearrangement Assay για τον Β-κυτταρικό υποδοχέα. Η αλληλουχία 

των εν λόγω πριμοδσμκών μορίων αποτελεί ιδιοκτησία της εταιρίας 

InVivoScribe Technologies και δεν είναι γνωστή.
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Ωστόσο, έγιναν δοκιμές και με άλλα ζεύγη πριμοδοτικών μορίων, 
καθώς και αντιδράσεις PCR για τον έλεγχο της ποιότητας του απομονωθέντος 

γενετικού υλικού. Τα πριμοδοτικά μόρια τα οποία χρησιμοποιήθηκαν, 
περιγράφονται στον ακόλουθο πίνακα:

ΟΝΟΜΑ ΦΟΡΑ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ
ΜΗΚΟΣ

(νονκλ.)
ΑΝΑΦΟΡΑ

FR1-A/B F 5’-GGT OCA OCT GOT G<G/C*A GTC-3’ 18

FR1-C F 5’-GGT GCA OCT GCA GGA GTC-3’ 18

FR1-V4 F S’-GAC CCT CTC CCT CAC CTO |C/T)G-3’ 20

FR 1-V -1 /7 F S’-CCT CAG TGA AGO T(C/T)T CCT GC-3’ 20
Meier et al.

FR1-V2 F 5*-ACC TTG A(A/G)G GAG TCT GGT CC-3’ 20 (137)

FR3A F 5’-GAG GAC ACO OCT GTG TAT TAC TGT-3’ 24

FR3B F S’-GAG GAC ACG OCC GTG TAT TAC TOT-3’ 24

JOIN A R S’-CCT GAG GAG ACG GTG ACC-3’ 18

JOIN Β R S’-CCT GAA GAG ACO GTG ACC A-3* 19

JOIN C R S’-CCT GAG GAG ACA GTG ACC AG-3' 20

#1541 (FR3) F S’-CTG TCG ACA CGG CCG TOT ATT ACT-3’ 24

#1542 (FR3A) F 5’-ACA CGG C(C/T)(G/C) TGT ATT ACT GT-3* 20
Mishima et 

a l  (138)#1543 (FR2) F
S’-TGG (A/G)TC CGfC/A) CAG (G/C)C(C/T) 

(C/T)C(A/G/C/T) GG-3’
20

#1544 (JH) R S’-AAC TGC AGA GGA GAC GGT GAC C-3’ 22

#1545 (LJH) R S’-TGA GGA GAC GGT GAC C-3’ 16

#1546

(VLJH)
R

S’-GTG ACC AGO T(A/G/C/T)C CTT GGC CCC AG- 
3’

23

β-GLOBIN 1 F S’-GCC ATC ACT AAA GGC ACC GAG C-3’ 22 Meier et a l

REV

β-GLOBIN 2
R 5*-ATG GTG CAC CTG ACT CCT GAG G-3’ 22

(137)

Ό που Α :  Α δ ευ ίυ η , G : Γ ο υ α υ ίν η , C : Κ υτο σ ίυ η  κ α ι Τ : Θ υ μ ίν η
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Οι Meier et al.( 137) μελέτησαν την κλωνικόχηια του Β-κυτταρικού 

υποδοχέα σε 54 περιπτώσεις Β λεμφωμάτων, εκ των οποίων τα 11 ήταν 

λεμφώματα του μανδύα (mantle cell lymphomas) και 25 ήταν λεμφοζιδιακά 

λεμφώματα (follicular lymphomas). Όλα τα δείγματα ήταν μονιμοποιημένα 

σε φορμόλη και εγκλεισθέντα σε παραφίνη (FFPE), ενώ ως αρνητικό μάρτυρα 

στις αντιδράσεις PCR χρησιμοποίησαν περιπτώσεις αντιδραστικής 

λεμφαδενίτιδας. Τα πριμοδοτικά μόρια που χρησιμοποίησαν αναγνώριζαν ως 

στόχους δύο από τα τρία πλαίσια του Β-κυτταρικού υποδοχέα (FR1, FR3).

Οι Mishima et al.{ 138) μελέτησαν 12 περιπτώσεις λεμφωμάτων σε 

ρινικές ή οφθαλμικές κοιλότητες και 6 περιστατικά όπου υπήρχαν ενδείξεις 

για ανάπτυξη λεμφώματος. Όλα τα δείγματα ήταν μονιμοποιημένα σε 

φορμόλη και εγκλεισθέντα σε παραφίνη (FFPE) και για την ανάλυση 

κλωνικότητας του Β-κυτταρικού υποδοχέα χρησιμοποίησαν πριμοδοτικά 

μόρια για δύο από τα τρία πλαίσια του Β-κυτταρικού υποδοχέα (FR2, FR3). 

Μέσω της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης κατάφεραν να 

επιβεβαιώσουν την ύπαρξη μονοκλωνικότητας σε 16 από τις 18 περιπτώσεις 

(89%).

1 .6 . ΠΡΟΤΥΠΑ ΜΟΡΙΑΚΩΝ ΒΑΡΩΝ

Ως πρότυπα μοριακών βαρών χρησιμοποιήθηκαν τα ακόλουθα:

• Tracklt™ lOObp DNA Ladder της εταιρίας Invitrogen (Cat.No. 

10488-058), ως πρότυπο για μικρομοριακά τμήματα DNA (100- 

1500bp). Το συγκεκριμένο πρότυπο μοριακών βαρών αποτελείται 

από πλασμίδιο, το οποίο περιέχει έως 15 επαναλήψεις ενός 

τμήματος DNA μεγέθους lOObp και ένα επιπλέον τμήμα DNA 

μεγέθους 2072bp.
.vs
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Το διάλυμα φύλαξης του Tracklt™ lOObp DNA Ladder αποιελεΐιαι από: 
10mM Tris-HCl, pH7.5, lOmM EDTApH8, 0,06% XCFF, 0,6% 
Tartrazine,5% Glycerol.

• Tracklt™ A DNA/H ind  III Ladder της εταιρίας Invitrogen (Cat.No. 
10488-064), ως πρότυπο για μεγαλομοριακά τμήματα DNA 

(123bp-23,l kb). To συγκεκριμένο πρότυπο μοριακών βαρών 

αποτελεΐται από 7 ζώνες DNA οι οποίες προέρχονται από την πέψη 

του γενετικού υλικού του βακτηριοφάγου Λ (clindlts857 Sam7) 

μετά από πέψη με την περιοριστική ενδονουκλεάση Hind III.

Το διάλυμα φύλαξης του Tracklt™ lOObp DNA Ladder έχει ως 

εξής: 10mM Tris-HCl, ρΗ7.5, 10mM EDTA pH8, 0,06% XCFF, 
0,4% Orange G, 0,5% Glycerol, ImM NaCl

1 .7 . ΠΕΡΙΟΡΙΣΤΙΚΕΣ ΕΝΔΟΝΟΥΚΛΕΑΣΕΣ

Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες είναι ένζυμα που αναγνωρίζουν 

συγκεκριμένες αλληλουχίες ζευγών βάσεων (συνήθως 4-6 ζεύγη) στο DNA και 
έχουν την ικανότητα να διασπάσουν τους φωσφοδιεστερικούς δεσμούς που 

συγκρατούν δύο γειτονικές βάσεις και στις δύο αλυσίδες του DNA, εντός της 
περιοχής αναγνώρισης.

Το περιοριστικό ένζυμο που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα διατριβή 
ήταν η ενδονουκλεάση EcoRI της εταιρίας TaKaRa (Cat.No. 1040Α). Η 
ενδονουκλεάση EcoRI μπορεί να αναγνωρίζει την αλληλουχία GAATTC και 
στις δύο αλυσίδες του DNA και να διασπά το φωσφοδιεσιερικό δεσμό μεταξύ 

της Γουανίνης (G) και της γειτονικής της Αδενίνης (Α).

Η σύσταση του διαλύματος φύλαξης της EcoRI έχει ως εξής:
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• lOmM Tris-HCl, pH=7.5

• lOOmM KC1

• 0,1 mM EDTA

• ImM DTT

• 0,15% Triton X-100

• 0,01% BSA

• 50% Glycerol

Η σύσταση του ρυθμιστικού διαλύματος Η που χρησιμοποιήθηκε με 

την EcoRI έχει ως εξής:

• 500mM Tris-HCl, ρΗ=7.5

• lOOmM MgCh

• 10mM Dithiothreitol

• lOOOmM NaCl

1 .8 . ΠΑΚΕΤΑ ΥΛΙΚΩΝ

Για την παρούσα διατριβή χρησιμοποιήθηκαν τα ακόλουθα πακέτα 
υλικών:

1. Πακέτο απομόνωσης χρωμοσωμικού DNA της εταιρίας Macherey 

-Nagel (Genomic Tissue NucleoSpin® Tissue, Cat. No.
740952.50)

2. Πακέτο απομόνωσης πλασμιδιακού DNA της εταιρίας Macherey -  

Nagel (Plasmid DNA Purification NucleoSpin® Plasmid, Cat. No.
740588.50)

3. Πακέτο καθαρισμού DNA της εταιρίας Promega (Wizard® DNA 

Clean-Up Sy^em, Cat. No. A7280)

4. Πακέτο αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) για τον Β- 

κυτταρικό υποδοχέα της εταιρίας InVivoScribe Technologies (IGH 

Gene Rearrangement Assay, Cat. No. 1-101-0010)
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5. Πακέτο καθαρισμού του DNA από αγαρόζη της εταιρίας 

Macherey -  Nagel (PCR clean-up Gel extraction NucleoSpin® 

Extract II, Cat. No. 740609.50)
6. Πακέτο κλωνοποίησης και μετασχηματισμού χημικώς

επιδεκτικών κυττάρων E.Coli της εταιρίας Invitrogen (ΤΌΡΟ ΤΑ 
Cloning® Kit Dual Promoter, Cat. No. K461020)

r.kh
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2 . ΜΕΘΟΔΟΙ

2 .1 . ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΑΠΟΠΑΡΑΦΙΝΩΣΗΣ ΚΑΙ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗΣ 

ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΟΥ DNA

Το πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε για την αποπαραφίνωση των 

δειγμάτων που έχουν μονιμοποιηθεί σε φορμόλη και έχουν εγκλεισθεί σε 

παραφίνη είναι των Greer et al.(139) με μικρές τροποποιήσεις. Η διαδικασία 

της αποπαραφίνωσης έχει ως εξής:

• Με μικροτόμο πραγματοποιούνται περίπου 10 τομές παραφίνης των 

ΙΟμπι (περίπου 25mg ιστού) και απομακρύνεται η περίσσεια 

παραφίνης. Οι τομές τοποθετούνται σε μικροφυγοκεντρικούς σωλήνεε.

• Προστίθεται 1ml ξυλόλης προθερμασμένης στους 40°C και το διάλυμα 

αναδεύεται ισχυρά (Vortex). Κατόπιν, το δείγμα επωάζεται για 30min 

σε θερμοκρασία δωματίου. Τελείται vortex ανά διαστήματα.

• Τα δείγματα φυγοκεντρούντανγια 3min στις 11000g.

• Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης απομακρύνεται το υπερκείμενο και 

προστίθεται 1ml αιθανόλης 100%. Τα δείγματα ανακινούνται ελαφρά.

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 3min στις 11000g και απομακρύνεται το 

υπερκείμενο.

• Επαναλαμβάνονται τα δύο προηγούμενα βήματα.

• Οι μικροφυγοκεντρικοί σωλήνες τοποθετούναι σε κλίβανο στους 37°C μέχρι 

την πλήρη ξήρανση του ιζήματος.

Η διαδικασία της απομόνωσης του χρωμοσωμικού DNA μπορεί να 

ξεκινήσει μετά το πέρας της αποπαραφίνωσης. Δείγματα τα οποία 

προέρχονται από φρέσκο ιστό δε χρειάζεται να υποστούν την παραπάνω 

διαδικασία. .'Λ

Πριν από την απομόνωση του χρωμοσωμικού DNA πρέπει να γίνει λύση 

των κυττάρων. Αυτό επιτυγχάνεται με ολονύχτια επώασή τους στους 56°C
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μετά από προσθήκη 180μ1 διαλύματος ΤΙ και 25μ1 διαλύματος πρωτεΐνάσης 
Κ (πακέτο απομόνωσης χρωμοσωμικού DNA της Macherey-Nagel). Εάν μετά 

την ολονύκτια επώαση των δειγμάτων υπάρχουν ακόμα διακριτά τμήματα 
ιστού, δεν έχει επέλθει δηλαδή πλήρης κυτταρική λύση, μπορεί να προστεθεί 
ποσότητα διαλύματος ΤΙ και πρωτεΐνάσης Κ σε αναλογία 7,2:1.

Μετά το πέρας της κυτταρικής λύσης ξεκινά η διαδικασία απομόνωσης 

χρωμοσωμικού DNA:

• Γίνεται ισχυρή ανάδευση και προστίθενται 200μ1 διαλύματος Β3. Το 
δείγμα αναδεύεται εκ νέου και επωάζεται για lOmin στους 70°C.

• Το δείγμα φυγοκεντρείται για 5min στις llOOOg και το υπερκείμενο 
μεταφέρεται σε νέο μικροφυγοκεντρικό σωλήνα.

• Προστίθενται 210μ1 αιθανόλης 100% και ακολουθεί ισχυρή ανάδευση.

• Το δείγμα φορτώνεται σε ειδική στήλη και φυγοκεντρείται για lmin στις 
1 lOOOg. Ακολούθως απομακρύνεται το υπερκείμενο.

• 1»ι πλύση: προστίθενται 500μ1 διαλύματος BW. Το δείγμα φυγοκεντρείται 
για lmin στις 1 lOOOg και απομακρύνεται το υπερκείμενο.

• 2π πλύση: προστίθενται 600μ1 διαλύματος Β5. Το δείγμα φυγοκεντρείται 
για lmin στις 1 lOOOg και απομακρύνεται το υπερκείμενο.

• Το δείγμα φυγοκεντρείται για 2min στις 1 lOOOg και το υπερκείμενο 
μεταφέρεται σε νέο μικροφυγοκεντρικό σωλήνα.

• Προστίθενται είτε 20μ1 διαλύματος έκλουσης προθερμασμένου στους 70°C 

όταν πρόκειται για ιστούς μονιμοποιημένους σε φορμόλη και 
εγκλεισθέντες σε παραφίνη, είτε 35μ1 διαλύματος έκλουσης 

προθερμασμένου στους 70°C όταν πρόκειται για φρέσκους ιστούς. Το 
δείγμα επωάζεται για 3min σε θερμοκρασία δωματίου και φυγοκεντρείται 
για lmin στις 1 lOOOg.

• Επαναλαμβάνεται το προηγούμενο βήμα.

• To DNA συλλέγεται σε καθαρό μικροφυγοκεντρικό σωλήνα και 
αποθηκεύεται στους -20°C.
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Οι φυγοκεντρήσεις τελέστηκαν με τη φυγόκεντρο 3500 Klibota 

(Εικόνα 12).

Μετά το πέρας της απομόνωσης του χρωμοσωμικού DNA, 

ηλεκτροφορούνται 10μ1 DNA σε πηκτή αγαρόζης 0,7%.

I

H U U O tA

Ε ικ . 1 2 :  Φ υ γ ό κ ε ν τρ ο ς  3 5 0 0  

K u b o ta .

2 .2 . ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΟΜΟΓΕΝΟΠΟΙΗΣΗΣ ΤΟΥ ΦΡΕΣΚΟΥ 

ΙΣΤΟΥ

Τα δείγματα τα οποία προέρχονταν από φρέσκο ιστό υπέστησαν 

ομογενοποίηση πριν τη διαδικασία απομόνωσης χρωμοσωμικού DNA.

Η ομογενοποίηση έγινε με χρήση της συσκευής Mini-Beadbeater της 

εταιρίας Biospec και με τη βοήθεια μεταλλικών σφαιριδίων (Εικόνα 13).

.‘Λ
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Ε ικ . 13 : Σ υ σ κ ευ ή  ομογενοπ οίησ ης M in i-B e a d b e a te r .

2 .3 . ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗΣ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΥ DNA

Για την απομόνωση πλασμιδιακού DNA χρησιμοποιήθηκε το ειδικό

πακέτο απομόνωσης Macherey-Nagel.

Το πρωτόκολλο έχει ως εξής:

• Φυγοκεντροΰνται 4ml καλλιέργειας για 30sec στις llOOOg και 

απομακρύνεται το υπερκεΐμενο.

• Προστίθενται 250μ1 διαλύματος Α1 (4°C) και ακολουθεί ισχυρή 

ανάδευση.

• Ακολούθως προστίθενται 250μ1 διαλύματος Α2 και το δείγμα αφού 
αναδευτεί ήπια, επωάζεται για 5min σε θερμοκρασία δωματίου.

•  Προστίθενται 300μ1 διαλύματος A3 και το δείγμα αναδεύεται ελαφρά.

•  Ακολουθεί φυγοκέντρηση για lOmin στις llOOOg και το υπερκείμενο 

μεταφέρεται σε ειδική στήλη.
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•  Το δείγμα φυγοκεντρείται εκ νέου για lm in στις 1 lOOOg.

• Προστίθενται 500μ1 διαλύματος AW προθερμασμένου στους 50°C και 

ακολουθεί φυγοκέντρηση για lm in στις 1 lOOOg.

• Προστίθενται 600μ1 διαλύματος Α4 και το δείγμα φυγοκεντρείται για 

lm in /1 lOOOg.

• Το δείγμα φυγοκεντρείται εκ νέου για 2min στις 1 lOOOg.

• Προστίθενται 20μ1 διαλύματος έκλουσης ΑΕ προθερμασμένου στους 

70°C, το δείγμα επωάζεται για 3min σε θερμοκρασία δωματίου και 

κατόπιν φυγοκεντρείται για lm in στις 1 lOOOg.

• Επαναλαμβάνεται το προηγούμενο βήμα.

• To DNA συλλέγεται σε καθαρό μικροφυγοκεντρικό σωλήνα και 

αποθηκεύεται στους -20°C.

Μετά το πέρας της απομόνωσης του πλασμιδιακού DNA, 

ηλεκτροφορούνται 10μ1 DNA σε πηκτή αγαρόζης 0,7%.

2 .4 . ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΥ DNA ΜΕ ΤΟ ΠΑΚΕΤΟ 

ΥΛΙΚΩΝ WIZARD® DNA CLEAN-UP SYSTEM

Για τον καθαρισμό του χρωμοσωμικού DNA μετά την απομόνωσή του 

χρησιμοποιήθηκε το πακέτο υλικών Wizard® DNA Clean-Up System της 

εταιρίας Promega.

Το πρωτόκολλο καθαρισμού έχει ως εξής:

• Μεταφέρονται 50μ1 του DNA σε μικροφυγοκεντρικό σωλήνα. Σε 

περίπτωση που &> διάλυμα DNA έχει όγκο μικρότερο από 50μ1, 

προστίθεται απεσταγμένο νερό έως τελικού όγκου 50μ1.
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• Προστίθεται 1ml διαλύματος Wizard® DNA Clean-Up Resin και το 
μείγμα αναδεύεται ήπια.

• Μεταφορά του μείγματος σε σύριγγα των 3ml, η οποία είναι 
συνδεδεμένη με στήλη Wizard® Minicolumn.

• Μεταφορά του μείγματος στη στήλη Wizard® Minicolumn μέσω πίεσης 

στο έμβολο της σύριγγας.

• Προσθήκη 2ml ισοπροπανόλης (propanol-2) 80% στη σύριγγα και 

μεταφορά της στη στήλη Wizard® Minicolumn μέσω πίεσης στο 
έμβολο της σύριγγας.

• Φυγοκέντρηση της στήλης 2m in/ lO.OOOg.

• Ξήρανση της στήλης για 5min σε θερμοκρασία δωματίου (R.T.).

• Προσθήκη 30μ1 απεσταγμένου νερού προθερμασμένου στους 80%. 
Επώαση lmin/R.T..

• Φυγοκέντρηση 2 0 se c /10.000g.

• To DNA συλλέγεται σε καθαρό μικροφυγοκεντρικό σωλήνα και 
αποθηκεύεται στους -20°C.

2 .5 . ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΚΑΤΑΒΥΘΙΣΗΣ DNA

Η διαδικασία καταβύθισης του απομονωθέντος DNA έχει σκοπό την 

αύξηση της καθαρότητας του DNA, μέσω της απομάκρυνσης ανεπιθύμητων 

μορίων, ώστε αυτό να χρησιμοποιηθεί αργότερα σε αντιδράσεις PCR.

Το πρωτόκολλο καταβύθισης είχε ως εξής:

• Προσθήκη 1/10  του όγκου του προς καταβύθιση DNA, sodium
acetate 3Μ (ρΗ=5,2)

• Προσθήκη 2,5 του όγκου του προς καταβύθιση DNA, απόλυτης 

αιθανόλης (100%)

• Επώαση για 30min στους -20°C

• Φυγοκέντρηση 15m in/10.000
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• Απόρριψη υπερκειμένου

• Επαναιώρηση σε 2,5 του όγκου του προς καταβύθιση DNA με 

αιθανόλη 70% (-20'C)

• Φυγοκέντρηση 15m in/10.000

• Απόρριψη υπερκειμένου

• Επώαση στους 40°C έως πλήρους εξάτμισης της αιθανόλης

• Επαναιώρηση σε 20μ1 απεσταγμένου νερού

2 .6 . ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΦΩΤΟΜΕΤΡΗΣΗΣ DNA

Η συγκέντρωση του απομονωθέντος γενετικού υλικού (χρωμοσωμικού 

και πλασμιδιακού) προσδιορίσθηκε μέσω φωτομέτρησης στα 260nm. Για τη 

φωτομέτρηση χρησιμοποιήθηκε Ιμΐ DNA το οποίο αραιώθηκε σε 999μ1 ΤΕ 

(10mM Tris-HCl, ImM EDTA, pH=7,6). Η φωτομέτρηση έγινε με χρήση του 

φωτόμετρου 6105 U.V./Vis της εταιρίας JENWAY (Εικόνα 14).

Ε ικ . 1 4 : Σ υ σ κ ευ ή  φ ω το μ έτρ η σ η ς.
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2 .7 . ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΑΛΥΣΙΔΩΤΗΣ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗΣ 

ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR) ΓΙΑ ΤΟ Β-ΚΥΤΤΑΡΙΚΟ 

ΥΠΟΔΟΧΕΑ

Η Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction- 
PCR) είναι μία μέθοδος της μοριακής βιολογίας μέσω της οποίας 

επιτυγχάνεται ο πολλαπλασιασμός/ενίσχυση μιας αλληλουχίας DNA ή RNA 

με τη βοήθεια ειδικών ένζυμων τα οποία καλούνται Πολυμεράσες. Η μέθοδος 

ανακαλύφθηκε από τον Kary Mullis το 1983 στην προσπάθειά του να 

συνθέσει ολιγονουκλεοτίδια για ερευνητικούς σκοπούς. Η πρώτη δημοσίευση 

σχετικά με τη μέθοδο PCR έγινε το 1985 από τους Saiki et al. (140) και 
αφορούσε στον ενζυμικό πολλαπλασιασμό του γονιδίου της β-σφαιρίνης.

Η PCR είναι μία in vitro μέθοδος, δηλαδή δεν απαιτεί την παρουσία 

ζωντανών κυττάρων για τη διεξαγωγή της. Απαραίτητη, ωστόσο, είναι η γνώση 

τουλάχιστον ενός μέρους της αλληλουχίας του μελετούμενου τμήματος DNA 
ή RNA ώστε να σχεδιασθούν τα δύο ειδικά πριμοδοτικά μόρια (primers) που 

θα χρησιμοποιηθούν ως εκκινητές για την αντίδραση. Το καθένα από τα 

νουκλεοτίδια αυτά είναι συμπληρωματικό με μία από τις αλυσίδες του 

δίκλωνου DNA ή RNA που πρόκειται να πολλαπλασιαστεί. Τα 
ολιγονουκλεοτίδια που θα χρησιμοποιηθούν ως εκκινητές καθορίζουν τα 
άκρα της αλληλουχίας που πρόκειται να ενισχυθεί.

Η PCR απαιτεί τα ακόλουθα συστατικά για τη διεξαγωγή της:

• Εκμαγείο DNA ή RNA. Το μόριο του DNA ή RNA, το οποίο πρόκειται 
να πολλαπλασιαστεί. Το χρησιμοποιούμενο εκμαγείο πρέπει να είναι 
ικανοποιητικού μεγέθους και συγκέντρωσης ώστε να μπορεί να 
ενισχυθεί η περιοχή-στόχος της αντίδρασης και να μην περιέχει μόρια 

ή χημικές ενώσεις που μπορεί να επιδράσουν ανασταλτικά στην 
αντίδραση.

• Πολυμεράση. Είναι ένζυμο πολυμερισμού, δηλαδή καταλύει 
αντιδράσεις σύνθεσης DNA ή RNA. Η συγκέντρωση της πολυμεράσης
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στην PCR κυμαίνεται μεταξύ 0,5-2,5Units, ενώ υψηλότερες 

συγκεντρώσεις μπορούν να δράσουν ανασταλτικά στην αντίδραση.

• Κατιόντα μαγνησίου. Παρέχονται με τη μορφή MgCh ή MgSC>4 . Τα 

κατιόντα μαγνησίου επηρεάζουν την ενεργότητα της πολυμεράσης και 

σχηματίζουν σύμπλοκα με τα τριφωσφορικά δεοξυριβονουκεοτίδια 

(dNTPs), τα οποία αναγνωρίζονται από την πολυμεράση. Η συνήθης 

συγκέντρωση κατιόντων μαγνησίου κυμαίνεται μεταξύ 0,5-5mM.

• Δύο εκκινητές. Είναι απαραίτητοι για την έναρξη της αντιγραφής του 

γενετικού υλικού. Τα ολιγονουκλεοτίδια που χρησιμοποιούνται ως 

εκκινητές έχουν συνήθως μήκος 15-20bp. Η σύσταση των εκκινητών 

επηρεάζει τη θερμοκρασία αποδιάταξης του δίκλωνου μορίου DNA.

• Μονομερή τριφωσφορικά δεοξυριβονουκεοτίδια (dNTPs). Είναι 

τριφωσφορικά μόρια Αδενίνης (dATPs), Θυμίνης (dTTPs), Γουανίνης 

(dGTPs) και Κυτοσίνης (dCTPs). Τα μόρια αυτά θα χρησιμοποιηθούν 

από την Πολυμεράση για τη σύνθεση των νέων κλώνων DNA.

• Ειδικά σωληνάρια (PCR tubes).

• Θερμοκυκλοποιητής. Οι θερμοκυκλοποιητές είναι ειδικά μηχανήματα 

στα οποία διεξάγεται αυτόματά η PCR αντίδραση.

Η μέθοδος της PCR περιλαμβάνει τρία βασικά στάδια:

• Αποδιάταξη του DNA (denaturation). Κατά το στάδιο αποδιάταξης, το 

δίκλωνο μόριο του DNA μετατρέπεται, λόγω θερμότητας, σε δύο 

μονόκλωνες αλυσίδες

• Υβριδοποίηση των εκκινητών με το DNA ή RNA εκμαγείο (annealing). 

Σε αυτό το στάδιο υπάρχει πτώση της θερμοκρασίας, ώστε οι εκκινητές 

να συνδεθούν με την προς ενίσχυση μονόκλωνη αλυσίδα.

• Επιμήκυνση των εκκινητών (extension). Στο στάδιο της επιμήκυνσης 

των εκκινητών, η εκάστοτε Πολυμεράση επιμηκύνει τους εκκινητές 

βάση του κανόνά» της συμπληρωματικότητας, πολυμερίζοντας τα 
μονομερή dNTPs.
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Τα παραπάνω σιάδια διεξάγονται επαναληπτικά (συνήθως 25-35 

κύκλοι) και τα νεοσυντιθέμενα μόρια DNA μπορούν να λειτουργήσουν ως 

εκμαγεία για τη σύνθεση νέων μορίων.

% Έλεγχος της πιστότητας της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης
γίνεται με ηλεκτροφόρηση 10 μΐ των προϊόντων της αντίδρασης σε πηκτή 

αγαρόζης/ΤΑΕ 2%.

Η Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης για το Β-κυτταρικό υποδοχέα 

στην παρούσα διδακτορική διατριβή έγινε με τη βοήθεια του IGH Gene 

Rearrangement Assay For Identification of B Cell Clonality της 
InVivoScribe Technologies. Ωστόσο, δοκιμές έγιναν και με τη χρήση των 

πρωτοκόλλων των Meier et al. (137) και των Mishima et al. (138).

Επιπρόσθετα, σε κάποιες από τις αντιδράσεις PCR, όπου 
χρησιμοποιήθηκαν τα πριμοδοτικά μόρια των MISHIMA et a l  (138), 

εφαρμόστηκε και μία παραλλαγή της μεθόδου PCR, η semi-nested PCR.

Η semi-nested PCR αποτελείται από δύο στάδια: α) στο πρώτο στάδιο 

ενισχύεται ένα μεγάλο τμήμα DNA, το οποίο περιλαμβάνει και το επιθυμητό 

για ενίσχυση τμήμα, β) στο δεύτερο στάδιο χρησιμοποιείται ως εκμαγείο DNA 
το προϊόν της αντίδρασης από το πρώτο στάδιο. Τα πριμοδοτικά μόρια που 

χρησιμοποιούνται κατά το δεύτερο στάδιο της nested PCR είναι είτε και τα 

δύο πριμοδοτικά μόρια (nested PCR) είτε ένα από αυτά (semi-nested PCR), 
τα οποία είναι διαφορετικά από τα πριμοδοτικά μόρια που είχαν 

χρησιμοποιηθεί στο πρώτο στάδιο της αντίδρασης. Με τον τρόπο αυτό 

ενισχύεται εν τέλει το επιθυμητό τμήμα DNA. Η τεχνική της semi-nested 

PCR ή nested PCR εφαρμόζεται σε περιπτώσεις όπου παρουσιάζεται 
δυσκολία ενίσχυσης του επιθυμητού τμήματος DNA.

Ο θερμοκυκλοποιητής που χρησιμοποιήθηκε για τις αντιδράσεις PCR 
ήταν ο iCycler της εταιρίας Biorad (Εικόνα 15).
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Ε υ c. 1 5 :  Θ ε ρ μ ο κ υ κ λ ο π ο ιη τή ς  iC y c le r .

2 .8 . ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΑΛΥΣΙΔΩΤΗΣ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗΣ

ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR) ΓΙΑ ΤΟ ΓΟΝΙΔΙΟ ΤΗΣ β- 

ΣΦΑΙΡΙΝΗΣ

Η Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης για το γονίδιο της β-σφαιρίνης 

(β-globin) εφαρμόστηκε ως τρόπος εξέτασης της ποιότητας του γενετικού 

υλικού που μελετήθηκε στην παρούσα διδακτορική διατριβή.

Τα πριμοδοτικά μόρια που χρησιμοποιήθηκαν, καθώς και οι συνθήκες 

της αντίδρασης είναι ανάλογα αυτών που χρησιμοποιήθηκαν από τους Meier 

et αΖ.( 137). Επιτυχημένη διεξαγωγή της Αλυσιδωτής Αντίδρασης 

Πολυμεράσης οδηγεί στην ενίσχυση του γονιδίου της β-σφαιρίνης μεγέθους 

356bp.

77

A



Λ

Έλεγχος της πιστότητας της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης 
γίνεται με ηλεκτροφόρηση 10 μΐ των προϊόντων της αντίδρασης σε πηκτή 

αγαρόζης/ΤΑΕ 2%.

2 .9 . ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΓΙΑ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ DNA ΣΕ ΠΗΚΤΗ 

ΑΓΑΡΟΖΗΣ

Η μέθοδος διαχωρισμού τμημάτων DNA, μέσω ηλεκτροφόρησης σε 

πηκτή αγαρόζης, βασίζεται στο γεγονός ότι το DNA φέρει αρνητικό φορτίο, 
με αποτέλεσμα όταν βρεθεί σε μέσο στο οποίο εφαρμόζεται ηλεκτρικό 
πεδίο, να κινείται προς το θετικό πόλο.

Η πηκτή αγαρόζης παρασκευάζεται από αγαρόζη η οποία διαλύεται σε 

ρυθμιστικό διάλυμα TAE lx  (Tris Acetate EDTA) μετά από θέρμανση. Η 

συγκέντρωση αγαρόζης στο πηκτή είναι αντιστρόφως ανάλογη του μοριακού 

βάρους του DNA που μελετούμε. Το διάλυμα είναι ρευστό σε υψηλές 

θερμοκρασίες, ενώ στερεοποιείται σε χαμηλές. Λίγο πριν τη στερεοποίηση 
του διαλύματος, προστίθεται βρωμιούχο αιθίδιο (EtBr) σε τελική 

συγκέντρωση 0.2pg/ml. Το βρωμιούχο αιθίδιο έχει την ικανότητα να 

προσδένεται στο DNA δίνοντάς του ρόδινο χρώμα, όταν εκτίθεται σε 

υπεριώδη ακτινοβολία (Εικόνα 16).

Η αγαρόζη αποτελεί το ηλεκτρικά ουδέτερο συστατικό ενός φυσικού 

γραμμικού πολυσακχαρίτη, του άγαρ. Το άγαρ απομονώνεται από διάφορα 

είδη φυκιών και οι δομικές του μονάδες είναι μίγμα D-γαλακτόζης και 3,5- 
ανυδρο-Ε-γαλακτόζης. Η δεύτερη ομάδα από την οποία αποτελείται το άγαρ 
είναι η αγαροπηκτίνη η οποία είναι ηλεκτρικά φορτισμένη.

Η ηλεκτροφόρηση έχει ως εξής:

• Το κάθε δείγμα DNA αναμιγνύεται με ρυθμιστικό διάλυμα χρωστικής σε 

αναλογία όγκων 5:1 αντίστοιχα και τοποθετείται σε ξεχωριστό φρεάτιο του
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πηκτήτος. Σε μερικά φρεάτια της πηκτής τοποθετείται το πρότυπο 

μοριακών βαρών (ladder DNA).

• Το πηκτή είναι βυθισμένο σε ρυθμιστικό διάλυμα ΤΑΕ και η 

ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε θερμοκρασία δωματίου. Η τάση 

ηλεκτρικού ρεύματος που εφαρμόζεται είναι 1-4 volt /cm  πηκτήτος.

• Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, το πηκτή εκτίθεται σε υπεριώδη 

ακτινοβολία και φωτογραφίζεται.

Η σύσταση του ρυθμιστικού διαλύματος ΤΑΕ σε συγκέντρωση 50χ έχει 
«9 εξής:

• 242gr Tris Base
• 57,1 ml Glacial acetic acid
• 100ml EDTA 0,5mM pH=8
• Προσθήκη απεσταγμένου νερού έως τελικό όγκο 1L

Η σύσταση του ρυθμιστικού διαλύματος χρωστικής ΙΟχ έχει ως εξής:

• 1% SDS
• 50% Glycerol
• 0.05% Bromophenol Blue

Ε ικ .1 6 :  Η λ εκ τρ ο φ ό ρ η σ η  D N A  σε π η κτή  α γ α ρ ό ζη ς  (α ν α κ τη μ έ ν ο  σ α ς  1 / 1 2 / 2 0 1 0  απ ό

το ν  ιστότοπο h t tp : / /s c ie n c e b io te c h .n e t ).
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Η ηλεκτροφόρηση του DNA σε πηκτή αγαρόζης έγινε με ιη  βοήθεια της 

συσκευής ηλεκτροφόρησης Horizon 11-14 (Εικόνα 17).

Ε ικ . 1 7: Σ υ σ κ ευ ή  η λ εκ τρ ο φ ό ρ η σ η ς  H o r iz o n  1 1 - 1 4 .

2 .1 0 . ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΑΝΑΚΤΗΣΗΣ ΘΡΑΥΣΜΑΤΩΝ DNA ΑΠΟ 

ΠΗΚΤΗ ΑΓΑΡΟΖΗΣ

Η ανάκτηση θραυσμάτων DNA μετά από ηλεκτροφόρηση και ο 

καθαρισμός τους από την αγαρόζη έγινε με χρήση ίου ειδικού πακέτου της 

εταιρίας Macherey-Nagel και είχε ως εξής: •

• Απομακρύνονται από το πηκτή αγαρόζης τα θραύσματα που αντιστοιχούν 

στις επιθυμητές ζώνες DNA.

• Προστίθεται διάλυμα NT σε αναλογία 200μ1 ανά lOOmg και το δείγμα 

θερμαίνεται στους 50°C έως ότου διαλυθεί πλήρως η αγαρόζη. Κατά τη 

διάρκεια της θέρμανσης τελείται συχνή ισχυρή ανάδευση.

• Το δείγμα φορτώνεται σε ειδική στήλη και φυγοκεντρείται για lmin στις 

llOOOg.
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•  Προστίθενται 600μ1 διαλύματος ΝΤ3 και το δείγμα φυγοκεντρείται για 

lmin στις 1 lOOOg.

• Εκτελείται νέα φυγοκέντρηση για 2min στις 1 lOOOg και η ειδική στήλη 

που περιέχει το δείγμα μεταφέρεται σε νέο μικροφυγοκεντρικό σωλήνα.

• Προστίθενται 25 μΐ διαλύματος έκλουσης ΝΕ προθερμασμένου στους 

70°C και το δείγμα επωάζεται για 3min σε θερμοκρασία δωματίου.

• Το δείγμα φυγοκεντρείται για lm in στις 1 lOOOg.

• Επαναλαμβάνονται τα δύο προηγούμενα βήματα.

• To DNA συλλέγεται σε καθαρό μικροφυγοκεντρικό σωλήνα και 

αποθηκεύεται στους -20°C.

Τα θραύσματα DNA που επιλέχθηκαν για καθαρισμό από αγαρόζη 

αντιστοιχούν στα τμήματα εκείνα του DNA που ενισχύθηκαν με την 

Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης. Οι ζώνες επιλέχθηκαν βάση του 

μεγέθους τους, ώστε να είναι σύμφωνες με το εκάστοτε επιθυμητό τμήμα 
DNA.

2 .1 1 . ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΚΑΤΑΣΚΕΥΗΣ ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜΕΝΩΝ 

ΜΟΡΙΩΝ DNA - ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ ΧΗΜΙΚΩΣ 

ΕΠΙΔΕΚΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ

Μετά το πέρας του καθαρισμού της επιθυμητής ζώνης DNA από την 

αγαρόζη, το DNA δεσμοποιείται στον κατάλληλο φορέα κλωνοποίησης 

pCRII® -  ΤΟΡΟ® του πακέτου κλωνοποίησης και μετασχηματισμού 

κυττάρων ΤΟΡΟ ΤΑ Cloning® Kit Dual Promoter της Invitrogen (Εικόνα 18). 
Η δεσμοποίηση τελείται με την προσθήκη:

1. 0,5μ1 διαλύματος άλατος
2. 0,5μ1 του φορέα κλωνοποίησης
3. 1-2μ1τουϋΝΑ

4. Απεσταγμένο νερό έως τελικού όγκου 3μ1.
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To μείγμα κλωνοποίησης επωάζεται για 30min σε θερμοκρασία 

δωματίου. Επιτυχημένη διαδικασία κλωνοποίηση οδηγεί στην κατασκευή 
ανασυνδυασμένων μορίων DNA που αποτελούνται από το φορέα 

κλωνοποίησης και το εκάστοτε επιθυμητό ένθεμα.
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3 9 7 3  n u c l* o ( id * t

L * cZ .a  gene b *M t 1-58©
M13 Reverse prfrwog srte b*SM 206-221
Sp6 promoter base» 230-266
Multiple Cloning Sit· bases 260-383
T7 promote' bases <06-425
M l3 (-20» Forward pnnvng s-te bases 433-448
ft ongn bases 500-1027
Kanamyein resistance ORF bases 1361-2155 
Ampicitbn resistance ORF bases 2173-3033 
pUC origin: bases 3178-3851

Ε ικ .1 8 :  Π ερ ιο ρ ισ τικ ό ς  χ ά ρ τη ς  του  φ ο ρ έα  κλω νοπ οΐησ ης pC R IM >  -  TO P O ® .

Ο μετασχηματισμός των χημικώς επιδεκτικών κυττάρων
E.coli/Machl™ -  T1R (ανθεκτικά στο βακτηριοφάγο ΤΙ) του πακέτου 

κλωνοποίησης και μετασχηματισμού χημικώς επιδεκτικών κυττάρων One 
Shot® Machl®-T1R της εταιρίας Invitrogen έχει ως εξής:

•  Σε κάθε φιαλίδιο με κύτταρα E.coli/Machl™ -  ΤΙR προστίθενται 2μ1 του 

μίγματος κλωνοποίησης και ακολουθεί ήπια ανάδευση.
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• Ακολούθως τα κύταρα επωάζονται για 30min σε πάγο, τοποθετούνται για 

30sec στους 42°C και τέλος επανατοποθετούνται σε πάγο.

•  Προστίθενται 125μ1 θρεπτικού μέσου SOC και ακολουθεί ήπια ανάδευση. 
Κατόπιν τα κύτταρα επωάζονται για lhr στους 37°C υπό συνεχή 

ανακίνηση στις 200rpm.

• Τέλος επιστρώνονται 50μ1 των μετασχηματισμένων κυττάρων σε τρυβλία 

που περιέχουν θρεπτικό μέσο LA με καναμυκίνη και X-Gal 

προθερμασμένα 37°C (Kan: 50μg/m l, X-Gal: 40μ1, 40mg/ml).

•  Τα τρυβλία επωάζονται στους 37°C/ON.

Η χρήση του αντιβιοτικού καναμυκίνη καθώς και του X-Gal 

διευκολύνει την επιλογή των αποικιών εκείνων που φέρουν το 

ανασυνδυασμένο πλασμίδιο. Ο φορέας κλωνοποίησης που χρησιμοποιείται 

φέρει το γονίδιο ανθεκτικότητας στην καναμυκίνη, ενώ το εκάστοτε ένθεμα 

εισάγεται σε περιοριστική θέση μεταξύ του γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης 

και του υποκινητή του, με αποτέλεσμα να απενεργοποιείται το γονίδιο. To X- 

Gal (5-βρωμο-4-χλωρο-3-ινδολυλ-β-Ώ-γαλακτοζίτης) αποτελεί χρωμογόνο 

υπόστρωμα για τη β-γαλακτοσιδάση, το οποίο όταν υδρολύεται σε ινδόλιο 

δίνει παράγωγο μπλε χρώματος. Η εισαγωγή του ενθέματος -  και κατά 

συνέπεια η απενεργοποίηση του γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης -  έχει ως 

αποτέλεσμα τη εμφάνιση αποικιών λευκού χρώματος.

2 .1 2 . ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΗΣ ΠΕΨΗΣ

Μετά το πέρας της απομόνωσης πλασμιδιακού DNA γίνεται πέψη των 

πλασμιδίων με το περιοριστικό ένζυμο EcoRI. Για την πέψη 

χρησιμοποιούνται:

• 1 OOngr/ μΐ ήλασμιδίου,

• Ιμΐ του ενζύμου EcoRI,

• Ιμΐ Buffer Η ΙΟχ,

• απεσταγμένο νερό έως τελικό όγκο 10μ1.
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Το μίγμα της πλασμιδιακής πέψης επωάζεται για 90min στους 37°C.

Μετά την ολοκλήρωση της πλασμιδιακής πέψης, τελείται 

r ηλεκτροφόρηση 10μ1 DNA σε πηκτή αγαρόζης 1%.
Μέσω της πέψης των πλασμιδίων με το ένζυμο EcoRI μπορεί να ελεγθεί 

η πιστότητα της δεσμοποίησης του ενθέματος με το φορέα κλωνοποίησης 

pCRII® -  ΤΟΡΟ*. Εάν έχει δεσμοποιηθεί σωστά ο φορέας κλωνοποίησης με 
το εκάστοτε επιθυμητό ένθεμα, η πέψη με EcoRI θα οδηγήσει στην τομή των 

πλασμιδίων σε δύο τμήματα μεγέθους:

• περίπου 4kb, στο οποίο αντιστοιχεί ο φορέας κλωνοποίησης 
pCRII* -  ΤΟΡΟ*

• 69-129bp ή 235-295bp ή 290-360bp, για το FR3 ή για το FR2 

ή για το FR1 αντίστοιχα.

2 .1 3 . ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗ ΜΟΡΙΩΝ DNA (DNA SEQUENCING)

Η ανάγνωση της αλληλουχίας DNA των εκάστοτε πλασμιδίων έγινε από 

την εταιρία Macrogen Inc. με χρήση αναλυτών ΑΒΙ 3730 XL και ΑΒί 3700 
DNA.

Για την εύρεση της αλληλουχίας των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκαν τα 
ακόλουθα πριμοδοτικά μόρια:

• Μ13 (-20)F, το οποίο είναι συμπληρωματικό του φορέα 

κλωνοποίησης pCRII® -  ΤΟΡΟ® στις θέσεις 433-448

• M13R, το οποίο είναι συμπληρωματικό του φορέα 

κλωνοποίησης pCRII® -  ΤΟΡΟ® στις θέσεις 205-221.

Για καλύτερη ανάλυση των δειγμάτων, απαιτείται η αποστολή τους σε 

συγκέντρωση lOOng/μΙ σε ποσότητα 20μ1/δείγμα.

Η αποστολή των αποτελεσμάτων γίνεται ηλεκτρονικά σε μορφή .pdf, 
.txt, .abl, .phd.l ή .scf αρχείων.
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2 .1 4 . ΥΠΟΛΟΓΙΣΤΙΚΑ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΤΑ ΚΑΙ ΑΛΓΟΡΙΘΜΟΙ

Το υπολογιστικό πρόγραμμα που χρησιμοποιήθηκε για την 

επεξεργασία των αποτελεσμάτων της εύρεσης αλληλουχίας του DNA ήταν το 

MEGA έκδοση 4.0 (Molecular Evolutionaiy Genetics Analysis).

To MEGA είναι ένα υπολογιστικό εργαλείο το οποίο χρησιμεύει στην 

εξερεύνηση και στην ανάλυση νουκλεοτιδικών και πρωτεΐνικών αλληλουχιών 

από εξελικτική σκοπιά. Επιπλέον, παρέχει στους επιστήμονες τη δυνατότητα 

να χρησιμοποιήσουν υπολογιστικές και στατιστικές μεθόδους και 

αλγορίθμους για την καλύτερη κατανόηση της λειτουργίας και της εξέλιξης 

των γονιδίων και των ειδών. Η χρήση του προγράμματος MEGA από την 

επιστημονική κοινότητα είναι ευρεία, περιλαμβάνοντας περισσότερες από 

10Ό00 βιβλιογραφικές αναφορές.

Η πρώτη έκδοση του (MEGA 1) αναπτύχθηκε το 1993 από τους 

Kumar et a l  (141) στο Πανεπιστήμιο της Πενσυλβάνια, Η.Π.Α.. Η 

συγκεκριμένη έκδοση, αν και περιοριζόταν από το εμβρυϊκό στάδιο της 

επιστήμης της Πληροφορικής, παρείχε πολλές μεθόδους για την εκτίμηση 

εξελικτικών αποστάσεων από στοιχεία που προέρχονταν από νουκλεοτίδια 

και από αμινοξέα, τρεις διαφορετικούς τρόπους εξαγωγής φυλογένεσης και 

στατιστικές δοκιμές αυτών. Μια από τις πιο χρήσιμες εφαρμογές του 

προγράμματος MEGA 1 ήταν η μέθοδος κατασκευής φυλογενετικών δέντρων 

και δενδρογραμμάτων Neighbor-Joining (142) για την εξαγωγή 

φυλογενετικών συμπερασμάτων.

Το 2001 αναπτύχθηκε η έκδοση MEGA 2 (143), η οποία παρείχε τη 

δυνατότητα ανάλυσης εκτενέστερων δεδομένων και ομάδων αλληλουχιών, 

καθώς και περισσότερες επιλογές όσον αφορά στις στατιστικές δοκιμές. Οι 

εφευρέτες του, εκμεταλλευόμενοι την ανάπτυξη της Πληροφορικής, 

κατάφεραν να επεκτείνουν το πεδίο δράσης του MEGA 1 από την ανάλυση 

γονιδίων στην ανάλυση ολόκληρων γονιδίων στο MEGA 2. Στη συγκεκριμένη 

έκδοση περιλαμβάνονταν και οι δοκιμές αξιοπιστίας των παραγόμενων
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φυλογενετικών συμπερασμάτων, bootstrap και δεσμευμένης πιθανότητας 

(confidence probability).

Η επόμενη έκδοση MEGA 3 αναπτύχθηκε το 2004 (144) και πρόσφερε 

λύσεις σε θέματα επανάκτησης δεδομένων και μείωσης των ποσοστών 

σφάλματος κατά την αλληλούχιση τμημάτων DNA που εμφάνιζαν οι 
προηγούμενες εκδόσεις. Επιπλέον, πρόσφερε τη δυνατότητα εισαγωγής 
δεδομένων σε μορφή FASTA, καθώς και τη χρήση του αλγορίθμου 

CLUSTALW(145) για την αλληλούχιση πολλαπλών αλληλουχιών DNA.

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή χρησιμοποιήθηκε η έκδοση 

MEGA 4, η οποία αναπτύχθηκε το 2007 (146). Η συγκεκριμένη έκδοση 

παρέχει περισσότερες επιλογές όσον αφορά στην εισαγωγή των δεδομένων, 

στους τρόπους επεξεργασίας των αλληλουχιών DNA και πρωτεϊνών, στις 
μεθόδους παραγωγής φυλογενετικών δέντρων και δενδρογραμμάτων και στην 

εκτίμηση φυλογενετικών αποστάσεων, σε σχέση με τις παλαιότερες εκδόσεις. 
Επιπρόσθετα, παρέχει τη δυνατότητα χρήσης εξελιγμένων μοντέλων 
οπτικοποίησης των παραγόμενων αποτελεσμάτων.

Οι αλληλουχίες των πλασμιδίων εισήχθησαν στο πρόγραμμα MEGA 4 

σε μορφή αρχείων .abl. Με τη βοήθεια του προγράμματος βρέθηκαν τα δύο 

εξανουκλεοτίδια GAATTC (αλληλουχία την οποία αναγνωρίζει και κόβει το 

περιοριστικό ένζυμο EcoRl\ και επιλέχθηκε μόνο η ενδιάμεση αλληλουχία. 

Κατόπιν, έγιναν συγκριτικές αντιστοιχίσεις των αλληλουχιών μέσω του 

αλγορίθμου CLUSTALW και κατασκευάστηκαν τα αντίστοιχα 

δενδρογράμματα (FR1, FR2, FR3) με τη μέθοδο κατασκευής Neighbor- 
Joining.

Περαιτέρω επεξεργασία των αλληλουχιών περιλάμβανε τη 

βιβλιογραφυ<ή αναζήτηση παρόμοιων ανοσοσφαιρινών μέσω του αλγορίθμου 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Ο αλγόριθμος BLAST δίνει τη 

δυνατότητα στους επιστήμονες να συγκρίνουν μία άγνωστη νουκλεοτιδική ή 

πρωτεϊνική αλληλουχία με αλληλουχίες γνωστές και ήδη κατατεθιμένες σε 
ειδική βάση δεδομένων και να αναγνωρίσει τις μεταξύ τους ομοιότητες. Ο
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συγκεκριμένος αλγόριθμος σχεδιάστηκε το 1990 από τους Altschul et al. 

(147) και διατίθεται δωρεάν μέσω της ιστοσελίδας της NCBI (National Center 

for Biotechnology Information).

Κατόπιν, μέσω του αλγορίθμου CLUSTALW έγινε συγκριτική 

αντιστοίχιση των ήδη κατατεθειμένων αλληλουχιών με τις αλληλουχίες που 

προέκυψαν από την παρούσα διδακτορική διατριβή και με τη μέθοδο 

κατασκευής Neighbor-Joining του προγράμματος MEGA 4

κατασκευάστηκαν τα αντίστοιχα δενδρογράμματα (FR1, FR2, FR3).

«·.
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή εξετάστηκαν 17 περιστατικά από 

ασθενείς του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων. Τα 16 από αυτά τα 

δείγματα είχαν μονιμοποιηθεί σε φορμόλη και είχαν εγκσλεισθεί σε 

παραφίνη (FFPE), ενώ ένα ήταν νωπό δείγμα βαθιάς κατάψυξης. Το νωπό 

δείγμα βαθιάς κατάψυξης, καθώς και 13 από τα 16 δείγματα FFPE είχαν 

διαγνωσθεί ως διάχυτα λεμφώματα από μεγάλα Β-λεμφοκύτταρα. Τα 

υπόλοιπα τρία δείγματα FFPE είχαν διαγνωσθεί ως χρόνια ενεργός 

γαστρίτιδα, floral ποικιλία οζώδους/θυλακιώδους λεμφώματος και δέρμα 

μετά από τσίμπημα εντόμου, αντίστοιχα.

1. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΟΥ DNA

Η απομόνωση του χρωμοσωμικού DNA έγινε με χρήση του πακέτου 

απομόνωσης Genomic Tissue NucleoSpin® Tissue της εταιρίας Macherey -  

Nagel. To συγκεκριμένο πρωτόκολλο απομόνωσης κρίθηκε ικανοποιητικό 

αφού οδηγούσε α) στην απομόνωση DNA σε υψηλή συγκέντρωση, όπως 

απέδειξε η φωτομέτρηση του απομονωθέντος γενετικού υλικού στα 260nm  

και β) στην απομόνωση μεγαλομοριακού DNA, όπως απέδειξε η 

ηλεκτροφόρηση του απομονωθέντος γενετικού υλικού σε πηκτή αγαρόζης.

Ωστόσο, λαμβάνοντας υπόψιν ότι το απομονωθέν γενετικό υλικό θα 

χρησιμοποιούνταν σε αντιδράσεις PCR, έγιναν κάποιες επιπλέον δοκιμές. Οι 

δοκιμές αυτές αφορούσαν στη βελτιστοποίηση της μεθόδου 

αποπαραφίνωσης, στον επιπλέον καθαρισμό και στην καταβύθιση του

απομονωθέντος γενετικού υλικού και στην ομογενοποίηση του φρέσκου
.'•Λιστού.



1 .1 . ΔΟΚΙΜΕΣ ΑΠΟΓΙΑΡΑΦΙΝΩΣΗΣ

Όπως έχει αναφερθεΐ στο κεφάλαιο «Υλικά και μέθοδοι», η Αλυσιδωτή 

Αντίδραση Πολυμερόσης είναι μία ιδιαίτερα ευαίσθητη μέθοδος, η οποία 

απαιτεί την ύπαρξη ενός εκμαγείου γενετικού υλικού ικανοποιητικού 

μεγέθους, συγκέντρωσης και καθαρότητας για να λειτουργήσει.

Παλαιότερες μελέτες έχουν δείξει ότι οι περισσότερες τεχνικές που 

χρησιμοποιούνται για τη μονιμοποίηση ενός ισιού πριν τον εγκλεισμό του σε 

παραφίνη οδηγούν σε διάσπαση του γενετικού υλικού σε μικρότερα τμήματα, 
γεγονός το οποίο περιορίζει σημαντικά το μέγεθος των περιοχών-στόχων που 

μπορούν να ενισχυθούν μέσω της PCR(139). Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, η 
μονιμοποίηση ενός ιστού σε φορμόλη προκαλεί λιγότερο εκτεταμένη 

διάσπαση του γενετικού υλικού και έχει τα καλύτερα αποτελέσματα σε 

αντιδράσεις PCR εφόσον η περιοχή-στόχος είναι σχετικά μικρού μεγέθους 

(<400bp)(139, 148-153). Για τους ανωτέρω λόγους, στην παρούσα
διδακτορική διατριβή χρησιμοποιήθηκαν ιστοί οι οποίοι είχαν μονιμοποιηθεί 

σε φορμόλη πριν τον εγκλεισμό τους σε παραφίνη.

Μία δεύτερη παράμετρος που λήφθηκε υπόψιν ήταν ότι η παραφίνη 

δρα ανασταλτικά σε αντιδράσεις PCR(148, 154). Οι δοκιμές οι οποίες έγιναν 

κατά την παρούσα διδακτορική διατριβή αποσκοπούσαν στην απομάκρυνση 

της περίσσειας παραφίνης διατηρώντας άθικτο το μέγεθος του 

απομονωθέντος DNA. Οι δοκιμές περιλάμβαναν δύο πεδία:

1 .1 .1 . ΤΟΜΕΣ ΠΑΡΑΦΙΝΗΣ ΤΩΝ 20μ π ι ΕΝΑΝΤΙ ΤΟΜΩΝ 

ΠΑΡΑΦΙΝΗΣ ΤΩΝ ΙΟμιη

Δοκιμές απέδειξαν ότι όταν το πρωτόκολλο αποπαραφίνωσης 

εφαρμοζόταν σε τομές των ΙΟμπι οδηγούσε σε απομάκρυνση μεγαλύτερου



ποσοστού παραφίνης από ό,τι σχις τομές των 20μπι και κατά συνέπεια σε 

απομόνωση DNA καλύτερης ποιότητας (Εικόνες 19 και 20).

1·
•h

Ε ικ . 1 9 :  Δ ια δ ρ ο μ ή  1 : Π ρ ό τυπ ο  μ ο ρ ια κ ώ ν  β α ρ ώ ν  T r a c k lF Μ λ  D N A /H in d  ΙΠ  L a d d e r  

Δ ια δ ρ ο μ ή  2 :  Η λ εκ τρ ο φ ό ρ η σ η  D N A  σε π η κ τή  α γ α ρ ό ζη ς  0 ,7 %  μ ε τ ά  απ ό  

α π οπ αραφ ίνω σ η το μώ ν τω ν 2 0 μ τη .

ΜΗ

Ε ικ . 2 0 :  Δ ια δ ρ ο μ ή  1: Π ρ ό τυ π ο  μ ο ρ ια κ ώ ν  β α ρ ώ ν  T ra c k li™  λ  D N A /H in d  ΙΠ  L a d d e r  

Δ ια δ ρ ο μ ή  2 :  Η λ εκ τρ ο φ ό ρ η σ η  D N A  σε π η κτή  α γα ρ ό ζη ς  0 ,7 %  μ ε τά  από  

απ οπ αραφ ίνω σ η τομώ ν των^} Ομπι.
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L.I.2. ΧΡΗΣΗ ΠΡΟΘΕΡΜΑΣΜΕΝΗΣ ΞΥΛΟΛΗΣ ΚΑΤΑ ΤΟ 

ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΑΠΟΠΑΡΑΦΙΝΩΣΗΣ

Η χρήση ξυλόλης προθερμασμένης στους 40 ’C κατά τη διαδικασία 

ιποπαραφΐνωσης, φάνηκε μετά από δοκιμές να ευνοεί την απομάκρυνση 

ιεγαλύτερου ποσοστού παραφίνης, σε σχέση με τη χρήση μη 

ιροθερμασμένης ξυλόλης (Εικόνες 21 και 22).

ικ . 2 1 :  Δ ια δ ρ ο μ ή  1: Π ρ ό τυ π ο  μ ο ρ ια κ ώ ν  β α ρ ώ ν  T ra c k lP Μ λ  D N A /H in d  ΙΠ  L a d d e r  

Δ ια δ ρ ο μ ή  2 :  Η λ εκ τρ ο φ ό ρ η σ η  D N A  οε π η κτή  α γ α ρ ό ζη ς  0 ,7 %  μ ε τά  από  

π οπ αραφ ίνω σ η χ ω ρ ίς  τη  χρ ή σ η  π ρ ο θ ερ μ α σ μ έν η ς  ξυ λ ό λ η ς

κ . 2 2 :  Δ ια δ ρ ο μ ή  1: Π ρ ό τυ π ο  μ ο ρ ια κ ώ ν  β α ρ ώ ν  T r a c k lP Μ Λ D N A /H in d  Π Ι  L a d d e r  

Δ ια δ ρ ο μ ή  2 :  Η λ εκ τρ ο φ ό ρ η σ η  D N A  σε π η κ τή  α γ α ρ ό ζη ς  0 ,7 %  μ ε τά  από  

τοπ αραφ ίνω σ η μ ε  χρ ή σ η  π ρ ο θ ερ μ α σ μ έν η ς  ξυ λ ό λ η ς  ( 4 0 'C).
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1.2 . ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΟΥ ΑΠΟΜΟΝΩΘΕΝΤΟΣ ΓΕΝΕΤΙΚΟΥ 

ΥΛΙΚΟΥ ΜΕ ΤΟ ΠΑΚΕΤΟ ΥΛΙΚΩΝ WIZARD® DNA 

CLEAN-UP SYSTEM

Για τον επιπλέον καθαρισμό του απομονωθέντος γενετικού υλικού 

χρησιμοποιήθηκε το πακέτο υλικών Wizard® DNA Clean-Up System της 

εταιρίας Promega. Η διαδικασία του επιπλέον καθαρισμού αποσκοπούσε 

στην απομάκρυνση ακόμα μεγαλύτερου ποσοστού παραφίνης που θα 

μπορούσε να δράσει ανασταλτικά στην Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης.

Δοκιμές απέδειξαν ότι η διαδικασία του επιπλέον καθαρισμού είχε 

σοβαρές αρνητικές επιπτώσεις στη συγκέντρωση του απομονωθέντος 

γενετικού υλικού, ενώ δε φάνηκε να συμβάλλει ουσιαστικά στην 

απομάκρυνση της περίσσειας παραφίνης (Εικόνες 23 και 24).

Εικ. 23: _ Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρών 
Tracklf™ Λ DNA/Hind ΙΠ Ladder

Διαδρομή 2: Ηλεκτροφόρηση DNA σε 
πηκτή αγαρόζης 0,7% χωρίς επιπλέον καθαρισμό.

Εικ. 24: Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρών 
Tracklf™ Λ DNA/Hind III Ladder

Διαδρομή 2: Ηλεκτροφόρηση DNA σε 
πηκτή αγαρόζης 0,7% μετά από επιπλέον καθαρισμό.
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1 .3 . ΚΑΤΑΒΥΘΙΣΗ ΤΟΥ ΑΠΟΜΟΝΩΘΕΝΤΟΣ ΓΕΝΕΤΙΚΟΥ 

ΥΛΙΚΟΥ

Η τεχνική της καταβύθισης του DNA χρησιμοποιήθηκε με απώτερω 

σκοπό την απομάκρυνση ανεπιθύμητων μορίων από το γενετικό υλικό που 

απομονώθηκε με το πακέτο υλικών Genomic Tissue NucleoSpin® Tissue 
της εταιρίας Macherey -Nagel.

Δοκιμές που έγιναν με αντιδράσεις PCR χρησιμοποιώντας ως εκμαγείο 
DNA πριν και μετά την καταβύθιση δεν έδειξαν να διαδραματίζουν κάποιον 

ρόλο στην επιτυχημένη διαξαγωγή της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης 
(Εικόνα 25).

I

Εικ. 25: Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρών TracklfΜ λ DNA/Hind III Ladder 
Διαδρομή 2: Ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτή αγαρόζης 0,7% μετά από 

καταβύθιση.
Διαδρομή 3: Ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτή αγαρόζης 0,7% χωρίς καταβύθιση

1 .4 . ΟΜΟΓΕΝΟΠΟΙΗΣΗ ΦΡΕΣΚΟΥ ΙΣΤΟΥ

Η τεχνική της ομογενοποίησης χρησιμοποιήθηκε μόνο στην περίπτωση 

του φρέσκου ιστού και είχε ως αποτέλεσμα τη διάσπαση του ιστού σε 

μικρότερα κομμάτια. Η τεχνική αυτή αποσκοπούσε στην αύξηση του 
αριθμού των κυττάρων που θα λύονταν μέσω της μετέπειτα επώασης με
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πρωτεϊνάση Κ και διαλύματος ΤΙ (πακέτο απομόνωσης χρωμοσωμικού DNA 

της Macherey-Nagel). Στόχος των εν λόγω δοκιμών ήταν η αύξηση της 

ποσότητας του γενετικού υλικού που θα απομονώνονταν μετέπειτα με το 

πακέτο υλικών Genomic Tissue NucleoSpin® Tissue της εταιρίας Macherey 

-Nagel.

Η ομογενοποίηση του φρέσκου ιστού έγινε με τη συσκευή Mini- 

Beadbeater και η σύγκριση της ποσότητας του γενετικού υλικού που 

απομονώθηκε με και χωρίς ομογενοποίηση έγινε μέσω ηλεκτροφόρησης σε 

πηκτή αγαρόζης. Μέσω της ηλεκτροφόρησης, διαπιστώθηκε ότι η
«·

ομογενοποίηση του φρέσκου ιστού συμβάλλει θετικά στην αύξηση της ■·* 

ποσότητας του DNA που απομονώνεται (Εικόνα 26).

Μ Η

1»

Εικ. 26: Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρών TracklFM λ  DNA/Hind ΙΠ Ladder 
Διαδρομή 2: Ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτή αγαρόζης 0,7% μετά από 

ομογενοποίηση του φρέσκου ιστού.
Διαδρομή 3: Ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτή αγαρόζης 0,7% χωρίς 

ομογενοποίηση του φρέσκου ιστού.

.VS
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Το συμπέρασμα της ηλεκτροφόρησης επιβεβαιώθηκε και με 
φωτομέτρηση του εκάστοτε απομονωθέντος γενετικού υλικού στα 260nm.

ΔΕΙΓΜΑ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ (ngr/μΐ)

ΧΩΡΙΣ ΟΜΟΓΕΝΟΠΟΙΗΣΗ 300

ΜΕ ΟΜΟΓΕΝΟΠΟΙΗΣΗ 870



2 . ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ ΓΙΑ ΤΟ

ΓΟΝΙΔΙΟ ΤΗΣ β-ΣΦΑΙΡΙΝΗΣ

Η Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης για τη β-σφαιρίνη (β-globin) 

πραγματοποιήθηκε με σκοπό τον έλεγχο της ποιότητας του απομονωθέντος 

γενετικού υλικού και για να εξακριβωθεί εάν θα μπορούσε να 

χρησιμοποιηθεί σε αντιδράσεις PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα.

Οι συνθήκες της αντίδρασης είχαν ως εξής:

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

A B

DNA 200ng /rxn 200ng / rxn

Buffer ΙΟχ lx lx

MgS04 (50mM) ImM ImM

Primer F 3pm ol/rxn 6pm ol/rxn

Primer R 3pm ol/rxn 6pm ol/rxn

dNTPs (2,5mM) ‘ 0,2mM 0,2mM

Platinum® Pfx DNA Polymerase 7 ,5 U /rx n 7 ,5U /rxn

Οι κύκλοι της αντίδρασης ήταν οι ακόλουθοι:

1. 95°C για 5min,

2. 95°C για lm in,

3. 55°C για lm in,

4. 72°C για lm in,

5. Επανάληψη των σταδίων 2-4 άλλες 35 φορές

6. 72°C για 20min

Επιτυχημένη διεξάγωγή της αντίδρασης οδηγεί στην ενίσχυση του 
γονιδίου της β-σφαιρίνης μεγέθους 356bp (Εικόνα 27).
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Εικ. 27: Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρών TracklfΓΜ lOObp DNA Ladder
Διαδρομές 2-5: Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για τη β-οφαφίνη σε πηκτή

αγαρόζης 2%.
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3 . ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ ΓΙΑ ΤΟ Β-

ΚΥΤΤΑΡΙΚΟ ΥΠΟΔΟΧΕΑ (BCR)

Για την ανάλυση κλωνικότητας του Β-κυτταρικού υποδοχέα, έγιναν 

αντιδράσεις PCR με χρήση τριών διαφορετικών ομάδων πριμοδοτικών 

μορίων:

3 .1  ΠΡΙΜΟΔΟΤΙΚΑ ΜΟΡΙΑ (PRIMERS) ΚΑΤΑ MEIER e t  a l .
ι·

h

Ο συνδυασμός των πριμοδοτικών μορίων που χρησιμοποιήθηκαν 

περιγράφονται στον παρακάτω πίνακα:

F PRIMER R  PRIM ER
ΑΝΑΜΕΝΟΜΕΝΟ  

ΜΕΓΕΘΟΣ (bp)
F  PRIM ER R  PRIM ER

ΑΝΑΜΕΝΟΜΕΝΟ  

ΜΕΓΕΘΟΣ (bp)

FR1-A/B

JOIN A 300-400

FR1-V2

JOIN A 300-400

JOIN B 300-400 JOIN B 300-400

JOIN C 300-400 JOIN C 300-400

FR1-C

JOIN A 300-400

FR3A

JOIN A 70-140

JOIN B 300-400 JOIN B 70-140

JOINC 300-400 JOIN C 70-140

FR1-V4

JOIN A 300-400

FR3B

JOIN A 70-140

JOIN B 300-400 JOIN B 70-140

JOIN C 300-400 JOINC 70-140

FR1-V-
1/7

JOIN A 300-400
.VN

JOIN B 300-400

JOIN C 300-400
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3 .1 .1  ΔΟΚΙΜΕΣ ΜΕ ΤΗΝ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗ P latinum ®  Ρ£κ DNA 

P olym erase

Στις δοκιμές που έγιναν με χρήση της Platinum® Pfx DNA 

πολυμεράσης, εξετάστηκαν οι βέλτιστες συνθήκες διεξαγωγής της PCR όσον 

αφορά στη συγκέντρωση του ένζυμου και στην παρουσία του ειδικού 

ενισχυτικού διαλύματος (Enhancer Solution) του ενζύμου. Επιπλέον, 

εξετάστηκε η συγκέντρωση των πριμοδοτικών μορίων κατά την αντίδραση.

Α) Δοκιμές με διάφορα U nits της πολυμεράσης

Οι παρούσες δοκιμές έγιναν με τον ακόλουθο τρόπο:

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

A B Γ Δ
DNA 200ng/rxn 200ng/rxn 200ng/rxn 200ng/rxn

Buffer ΙΟχ lx lx lx lx

MgS04 (50mM) ImM ImM ImM ImM
Primer mix*

dNTPs (2,5mM) 0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2mM

Platinum® Pfx DNA 

Polym erase
l,75U /rxn 2,5U /rxn 5U /rxn 7,5U /rxn

Οι κύκλοι της αντίδρασης είχαν ως εξής:
1. 95°C για 5min,
2. 95°C για lm in,

3. 55°C για lm in,

4. 72°C για lm in,

5. Επανάληψη των σταδίων 2-4 άλλες 35 φορές
6. 72°C για 20min
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Η σύσταση του μίγματος πριμοδοτικών μορίων (primer mix)* που 

χρησιμοποιήθηκε ήταν η ακόλουθη:

ΟΝΟΜΑ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ (pm ol/rxn)

FR1-A/B 5

FR1-C 2

FR1-V4 2

FR1-V-1/7 2

FR1-V2 2

FR3A 1,5
FR3B 1,5

JOIN A 8

JOIN Β 2 -

JOIN C 2

Οι ανωτέρω δοκιμές οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι η χρήση l,75U nits της 

πολυμεράσης Platinum® Pfx DNA με ταυτόχρονη χρήση μίγματος 

πριμοδοτικών μορίων, έχει ως αποτέλεσμα την επιτυχημένη ενίσχυση του Β- 

κυτταρικοΰ υποδοχέα (Εικόνες 28 και 29).

Εικ. 28: Διαδρομή 1: Πρότύπο μοριακών βαρών Tracklf™ lOObp DNA Ladder
Διαδρομή 2: Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα με  

l,75U /rxn πολυμεράσης σε πηκτή αγαρόζης 2% (Α).
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Εικ. 29: Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρών TrackJVst lOObp DNA Ladder 
Διαδρομή 2: Ηλεκψοφόρηση DNA σε πηκτή αγαρόζης 2%.
Διαδρομή 3: Ηλεκψοφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα με 

2,5U/rxn πολυμεράσης σε πηκτή αγαρόζης 2% (Β).
Διαδρομή 4: Ηλεκψοφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα με 

5U/rxn πολυμεράσης σε πηκτή αγαρόζης 2% (Γ).
Διαδρομή 5: Ηλεκψοφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα με

7,5U/rxn πολυμεράσης σε πηκτή αγαρόζης 2% (Δ).

Οι δοκιμές σχετικά με τη χρησιμότητα του Enhancer Solution έγιναν 

με τον ακόλουθο τρόπο:

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

A B Γ Δ

DNA 200ng/rxn 200ng/rxn 200ng/rxn 200ng/rxn

Buffer ΙΟχ lx lx lx lx

MgS0 4  (50mM) ImM ImM ImM ImM

Primer mix*

dNTPs (2,5mM) 0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2mM

Enhancer Solution 5μ1 5μ1 - -

Platinum® Pfx DNA 
Polymerase

7,5U /rxn 2,5U /rxn 7,5U /rxn 2,5U/rxn
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Οι κύκλοι της αντίδρασης είχαν  ως εξής:

1. 95°Ο για5πιίη ,

2. 95°C για 40sec,

3. 55°C για 40sec,

4. 72°C για lm in,

5. Επανάληψη των σταδίων 2-4 άλλες 35 φορές

6. 72°C για 20min

Η σύσταση του μίγματος πριμοδοτικών μορίων (primer mix)* που 

χρησιμοποιήθηκε ήταν η ακόλουθη:

ΟΝΟΜΑ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ (pm ol/rxn)

FR1-A/B 5

FR1-C 2

FR1-V4 2

FR1-V-1/7 2

FR1-V2 2

FR3A 1,5
FR3B 1,5

JOIN A 8

JOIN Β 2

JOIN C 2

Οι δοκιμές οι οποίες έγιναν για να εξεταστεί η χρησιμότητα του 

διαλύματος ενίσχυσης (Enhancer Solution) της πολυμεράσης Platinum® Pfx 

DNA, απέδειξαν ότι το συγκεκριμένο διάλυμα δε συμβάλλει στην 

επιτυχημένη διεξαγωγή της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης (Εικόνα 

30).
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Εικ. 30: Διαδρομή 1,3,5,7: Πρότυπο μοριακών βαρών TrackltΓΜ lOObp DNA Ladder 
Διαδρομή 2: Ηλεκψοφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα με 

7,5U/rxn πολυμεράσης και enhancer solution σε πηκτή αγαρόζης 2% (Α).
Διαδρομή 4: Ηλεκψοφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα με 

2,5U/rxn πολυμεράσης και enhancer solution σε πηκτή αγαρόζης 2% (Β).
Διαδρομή 6: Ηλεκψοφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα με 

7,5U/rxn πολυμεράσης χωρίς enhancer solution σε πηκτή αγαρόζης 2% (Γ).
Διαδρομή 8: Ηλεκψοφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα με

2,5U/rxn πολυμεράσης χωρίς enhancer solution σε πηκτή αγαρόζης 2% (Δ).

Γ) Δοκιμές σχετικά με τη συγκέντρωση των πριμοδοτικών 
μορίων

Στις συγκεκριμένες δοκιμές εξετάστηκε η πιθανότητα η λανθασμένη 

συγκέντρωση των πριμοδοτικών μορίων να δρα ανασταλτικά κατά την 
αντίδραση. Για το λόγο αυτό έγινε η παρακάτω δοκιμή:

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

A B
DNA 200ng/rxn 200ng/rxn

Buffer ΙΟχ lx lx

MgS04 (50mM) ImM ImM

Primer F 0,5pm ol/rxn O ,lpm ol/rxn

Primer R O,5pm ol/rxn O ,lpm ol/rxn

dNTPs (2,5mM) 0,2mM 0,2mM

Platinum® Pfx DNA Polymerase 2,5U /rxn 2,5U/rxn

104
I I



Οι κύκλοι της αντίδρασης είχαν ως εξής:

1. 95°CY ia5m in,

2. 95°C για 40sec,

3. 55°C για 40sec,

4. 72°C για lm in,

5. Επανάληψη των σταδίων 2-4 άλλες 35 φορές

6. 72°C για 20min

Σύμφωνα με τις ανωτέρω δοκιμές, η ανάδραση PCR αποδίδει ·· 

καλύτερα αποτελέσματα όταν χρησιμοποιούνται τα πριμοδοτικά μόρια 

σε συγκέντρωση 0,5pm ol/rxn σε σύγκριση με τη συγκέντρωση των 

O ,lpm ol/rxn (Εικόνα 31).

Εικ. 31: Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρών Tracklf™ lOObp DNA Ladder
Διαδρομή 2,4: Ηλεκψοφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα 

| με συγκέντρωση πριμοδοτικώυ μορίων 0,5pmol/rxn σε πηκτή αγαρόζης 2% (Α).
Διαδρομή 3,5: Ηλεκψοφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα

με συγκένψωση πριμοδοτικώυ μορίων O ,lpmol/rxn σε πηκτή αγαρόζης 2% (Β).
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Δ) Δοκιμές σχετικά με τη συγκέντρωση των Mg2*

Επιπλέον δοκιμές έγιναν ώσιε να βρεθεί η βέλτιστη συγκέντρωση των 

.r κατιόντων Mg2+ για την καλύτερη διξαγωγή των αντιδράσεων PCR. Οι 

'  συνθήκες που ακολουθήθηκαν ήταν οι ακόλουθες:

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

A B

DNA 200ng/rxn 200ng/rxn

Buffer ΙΟχ lx lx

M gS04 (50mM) ImM 2mM

Primer F 0,5pm ol/rxn 0,5pm ol/rxn

Primer R 0,5pm ol/rxn 0,5pm ol/rxn

dNTPs (2,5mM) 0,2mM 0,2mM

Platinum® Pfx DNA Polymerase l,75U /rxn l,75U /rxn

Οι κύκλοι της αντίδρασης είχαν ως εξής:

1. 95°C για 5min,

2. 95°C για 30sec,

3. 55°C για 30sec,
4. 72°C για lm in,

5. Επανάληψη των σταδίων 2-4 άλλες 39 φορές
6. 72°C για 20min

Οι παραπάνω δοκιμές απέδειξαν ότι η βέλτιστη συγκέντρωση του 

MgS04 που παρέχει τα απαραίτητα κατιόντα Mg2* για την PCR είναι ImM 
(Εικόνα 32).

106



Ευc. 32: Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρών TrackTf™ lOObp DNA Ladder
Διαδρομή 2,4: Ηλεκψοφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτζαρικό υποδοχέα 

με συγκέντρωση MgS04 1 πιΜ σε πηκτή αγαρόζης 2% (Α).
Διαδρομή 3,5: Ηλεκψοφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα

με συγκένφωση MgSC>4 ΙπιΜ σε πηκτή αγαρόζης 2% (Β).

Ε) Βέλτιστες συνθήκες Αλυσιδωτής Αντίδρασης Π ολυμεράσης

Μετά από εκτεταμένες δοκιμές, επιλέχθησαν οι βέλτιστες συνθήκες 

διεξαγωγής της PCR για την ενίσχυση του Β-κυτταρικού υποδοχέα οι οποίες 

είχαν ως εξής:

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

DNA 200ng /rxn

Buffer ΙΟχ lx

MgS04 (50mM) ImM

Prim er mix 0,5pm ol/rxn

dNTPs (2,5mM) 0,2mM

Platinum® Pfx DNA Polymerase l,7 5 U /rx n
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1. 95°C για 5min,

2. 95°C για 40sec,
3. 55°C για 40sec,
4. 72°C για lm in,

5. Επανάληψη των σταδίων 2-4 άλλες 35 φορές
6. 72°C για 20min

Οι δοκιμές (Εικόνα 33) που έγιναν για την εύρεση των βέλτιστων 
συνθηκών για την ενίσχυση του Β-κυτταρικού υποδοχέα με χρήση των 

πριμοδοτικών μορίων των Meier et αΐ. κατέληξαν στα ακόλουθα 

συμπεράσματα:

1. Η πολυμεράση Platinum® Pfx DNA φάνηκε να ενισχύει με 

επιτυχία το Β-κυτταρικό υποδοχέα.

2. Η πολυμεράση Platinum® Pfx DNA φάνηκε να οδηγεί σε 

επιτυχημένη ενίσχυση του Β-κυτταρικού υποδοχέα, όταν 
χρησιμοποιείται σε συγκέντρωση 1,75Units /  αντίδραση.

3. Για τη βέλτιστη διεξαγωγή των πειραμάτων PCR θα πρέπει να 

χρησιμοποιείται μίγμα πριμοδοτικών μορίων σε συγκέντρωση 

0,5pm ol/αντίδραση και η συγκέντρωση του MgS04 σε κάθε 

αντίδραση θα πρέπει να είναι ImM.

Ο ι κύκλοι της αντίδρασης ήταν οι ακόλουθοι:



Εικ. 33: Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρών Tracklt™ lOObp DNA Ladder.
Διαδρομή 2-7: Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα

υπό βέλτιστες συνθήκες σε πηκτή αγαρόζης 2%.

3 .1 .2  ΔΟΚΙΜΕΣ ΜΕ ΤΗΝ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗ P latin um ®  Taq DNA 

P olym erase

Οι δοκιμές που έγιναν με την Platinum® Taq DNA είχαν ως εξής:

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

DNA 200ng /rxn

Buffer 10χ lx

MgCl2 (50mM) ImM

Primer mix*

dNTPs (2,5mM) 0,2mM

Platinum® Taq DNA Polymerase 7 ,5U /rxn

| Οι κύκλοι της αντίδρασης είχαν ως εξής:

I

1. 95°C για 5min, ^

2. 95°C για 40sec,

3. 55°C για 40sec,
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4. 72°C για lm in,
5. Επανάληψη των σταδίων 2-4 άλλες 35 φορές

6. 72°C για 20min

Η σύσταση του μίγματος πριμοδοτικών μορίων (primer mix)* που 

χρησιμοποιήθηκε ήταν η ακόλουθη:

ΟΝΟΜΑ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ (ρ m ol/ran)

FR1-A/B 5

FR1-C 2

FR1-V4 2

FR1-V-1/7 2

FR1-V2 2
FR3A 1,5
FR3B 1,5

JOIN A 8
JOIN Β 2

JO INC 2

Οι δοκιμές οι οποίες έγιναν για την ενίσχυση του Β-κυτταρικού 

υποδοχέα με χρήση της πολυμεράσης Platinum® Taq DNA και των 
πριμοδοτικών μορίων των Meier et a l  δεν οδήγησαν σε επιτυχημένη 

διε§αγωγή των αντιδράσεων PCR (Εικόνα 34).



Ετκ. 34: Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρών Tracklf™ lOObp DNA Ladder.
Διαδρομή 2-6: Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτχαρικό υποδοχέα

με χρήση της Platinum® Taq DNA πολυμεράσης σε πηκτή αγαρόζης 2%.

3 .2  ΠΡΙΜΟΔΟΤΙΚΑ ΜΟΡΙΑ (PRIMERS) ΚΑΤΑ MISHIMA et 

a t

Ο συνδυασμός χων πρ ιμοδοιικώ ν μορίων που  χρη σ ιμ οπ ο ιή θη κα ν  

σύμφωνα μ ε  τους M ish im a e t al. περιγράφονχαι στον παρακάτω  π ίνακα :

F PRIMER R PRIMER ΑΝΑΜΕΝΟΜΕΝΟ ΜΕΓΕΘΟΣ (bp)

#1541 (FR3) # 1544  (JH) 100-120

#1542 (FR3A)
#1545  (LJH) 100-120

# 1 546  (VLJH) 100-120

#1543 (FR2)
# 1545  (LJH) 240

# 1 546  (VLJH) 240

|
ί
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3 .2 .1  ΔΟΚΙΜΕΣ ΜΕ ΤΗΝ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗ P latinum ®  Taq DNA 

P olym erase H igh F id e lity

t Η Αλυσιδωτή Αντίδραση Π ολυμεράσης για το Β-κυτταρικό υποδοχέα

έγινε κάτω από  τις ακόλουθες συνθήκες:

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

DNA 2 0 0 n g /rx n

Buffer ΙΟχ lx

M gS04 (50mM) 4mM

Prim er F 50mM

Prim er R 50mM

dNTPs (2,5mM) 0,2m M

Platinum ®  T aq DNA Polym erase High Fidelity lO U /rxn

Οι κύκλοι της αντίδρασης είχαν ως εξής:

1. 95°C για  5m in ,

2. 94°C για  30sec,

3. 51°C για  30sec,

4. 72°C για  30sec

5. Επανάληψη των σταδίων 2-4  άλλες 29 φορές

6. 72°C για  20m in

Οι δοκ ιμές οι οποίες έγιναν για  την ενίσχυση του Β-κυτταρικού 

υποδοχέα  μ ε  χρήση της πολυμεράσης P latinum ®  T aq DNA κα ι των 

πριμοδοτικών μορίων των M ishim a e t al. δεν οδήγησαν σε επιτυχημένη 

διεξαγωγή των αντιδράσεων PCR (Εικόνα 35).
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Em. 35: Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρών TrackltΓΜ lOObp DNA Ladder.
Διαδρομή 2,3: Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα 

με χρήση της Platinum® Taq DNA High Fidelity πολυμεράσης σε πηκτή αγαρόζης 2%.

3 .2 .2  ΔΟΚΙΜΕΣ ΜΕ ΤΗΝ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗ P latinum ®  P fx DNA 

P olym erase

Η πολυμεράση P latinum ®  Pfx χρ η σ ιμ οπ ο ιή θη κε σε μεγάλο αρ ιθμό  

δοκιμαστικών PCR μ ε σκοπό την εύρεση των βέλτιστων συνθηκώ ν κα ι 

συγκεντρώσεων των αντιδραστηρίων ώστε να επ ιτευχθεί η ενίσχυση των 

εκάστοτε επιθυμητώ ν τμημάτων DNA. Κ άποιες α πό  αυτές τις δοκ ιμές 

περιλάμβαναν κα ι μ ια  παραλλαγή της μεθόδου PCR, την se m i-n e s ted  PCR.

Α) Δ ο κ ιμ ές  PCR μ ε δ ια φ ο ρ ετ ικ ές  θερ μ ο κρ α σ ίες  κ α ι α ρ ιθμ ο ύ ς  

κύκλω ν κα τά  τη ν  PCR.

Οι δοκ ιμές που τελέσθηκαν κατά τις αντιδράσεις PCR μ ε  τα 

πριμοδοτικά μόρια  των M ish im a e t al. π ερ ιλάμ βαναν ως επ ί το πλείστον την 

επανάληψη της αντίδρασης μ ε  διαφορετικές συνθήκες θερμοκρασίας 

υβριδοποίησης των εκκινητών μ ε  το DNA εκμαγείο , ώστε να  βρεθούν οι 

βέλτιστες συνθήκες διεξαγωγής της PCR.
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Οι συγκεντρώσεις των αντιδραστηρίων αναφέρονται στον παρακάτω 

πίνακα:

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

DNA 3 8 0 n g /rx n

Buffer ΙΟχ lx

M gS04 (50mM) 4mM

Prim er F 50mM

Prim er R 50mM

dNTPs (2,5mM) 0,2m M

Platinum ®  Pfx DNA Polym erase l ,7 5 U /rx n

Οι κύκλοι της αντίδρασης είχαν ως εξής:

ΣΤΑΔΙΟ A B Γ Δ E ΣΤ Z

ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗΣ 94°C 95°C 950C 95°C 95°C 95°C 940C

ΑΠΟΔΙΑΤΑΞΗΣ 94°C 950C 95°C 940C 940C 940C 940C

ΥΒΡΙΔΟΠΟΙΗΣΗΣ 51°C 51°C 53°C 56°C 56°C 66°C 66°C

ΕΠΙΜΗΚΥΝΣΗΣ 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C

ΑΡΙΘΜΟΣ

ΕΠΑΝΑΛΗΨΕΩΝ
40 36 36 30 40 35 35

Οι δοκ ιμές οι οποίες έγιναν για την ενίσχυση του Β-κυτταρικού 

υποδοχέα  μ ε  χρήση της πολυμεράσης P latinum ®  Pfx DNA κα ι των 

πριμοδοτικών μορίων των M ishim a e t al.y αν κα ι έδωσαν τα καλύτερα 

αποτελέσματα υπό  τις συνθήκες Β (θερμοκρασία ενεργοποίησης: 95°C, 

θερμοκρασία αποδιάταξης: 95°C, θερμοκρασία υβριδοποίησης: 51°C), δεν 

απέδωσαν όταν χρησιμοποιήθηκαν σε επαναληπτικές αντιδράσεις PCR 

(Εικόνες 36-42).
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Εικ. 36: Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρών Tracklf™ lOObp DNA Ladder.
Διαδρομή 2: Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα σε 

πηκτή αγαρόζης 2% (Α).

Εικ. 37: Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρών Tracklf™ lOObp DNA Ladder.
Διαδρομή 2: Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα σε 

πηκτή αγαρόζης 2% (Β).
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',ικ. 38: Διαδρομές 1,2: Ηλεκτροφόρηση προϊόνιος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα 
ε πηκτή αγαρόζης 2% (Γ).

Διαδρομή 3: Πρότυπο μοριακών βαρών Tracklf™ lOObp DNA Ladder.

κ. 39: Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρών Tracklf™ lOObp DNA Ladder.
Διαδρομή 2: Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα σε 

)κτή αγαρόζης 2% (Δ).
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Εικ. 40: Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρών TrackliΓΜ lOObp DNA Ladder.
Διαδρομές 2,3: Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα 

σε πηκτή αγαρόζης 2% (Ε).

Εικ. 41: Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρών TracklfΜ lOObp DNA Ladder.
Διαδρομή 2: Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα σε 

πηκτή αγαρόζης 2% (ΣΤ).

ι
ι
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Εικ. 42: Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρώ ν TrackJf™ lOObp DNA Ladder.
Διαδρομές 2 ,3 : Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα

σε πηκτή αγαρόζης 2%  (Ζ).

Β) sem i-n e sted  PCR

Το πρώτο στάδιο της semi-nested PCR (Εικόνα 43) τελέστηκε κάτω 
από τις ακόλουθες συνθήκες:

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

DNA 380ng/rxn

Buffer ΙΟχ lx

MgS04 (50mM) 4mM

Primer F 50mM

Primer R 50mM

dNTPs (2,5mM) 0,2mM

Platinum® Pfx DNA Polymerase l,75U /rxn
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Οι κύκλοι της αντίδρασης είχαν ως εξής:

1. 94°CY ia5m in,

2. 94°C για 30sec,

3. 51°C για 30sec,

4. 72°C για 30sec,

5. Επανάληψη των σταδίων 2-4 άλλες 39 φορές

6. 72°C για lOmin

Εικ. 43: Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρών  
TrackJf™ lOObp DNALadder.

Διαδρομές 2,3: Ηλεκψοφόρηση προϊόντος 
PCR για το Β-κυτιαρτκό υποδοχέα σε πηκτή 
αγαρόζης 2% μετά το πρώτο στάδιο της semi- 
nested PCR.

<·
·»

Η I*

Το δεύτερο στάδιο της αντίδρασης είχε ως εξής:

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

A B

PCR product 200ng /rxn 380ng /rxn

Buffer 10χ lx lx

MgS04 (50mM) 4mM 4mM

Primer F 50mM 50mM

Primer R’ 50mM 50mM

dNTPs (2,5mM) 0,2mM 0,2mM

Platinum® J^fx DNA Polymerase l,7 5 U /rx n l,7 5 U /rx n
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Οι κύκλοι της αντίδρασης είχαν ως εξής:

1. 94°C για 5min,

2. 94°C για 30sec,

3. 51°C για 30sec,
4. 72°C για 30sec,

5. Επανάληψη των σταδίων 2-4 άλλες 29 φορές
6. 72°C για lOmin

Οι προσπάθιες ενίσχυσης του Β-κυτταρικού υποδοχέα με χρήση των 
πριμοδοτικών μορίων των Mishima et al. και της πολυμεράσης Platinum® 

Pfx DNA μέσω της αντίδρασης semi-nested PCR, δεν οδήγησαν σε επιθυμητά 
αποτελέσματα (Εικόνα 44).

Εικ. 44: Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρών TracklFΜ lOObp DNA Ladder.
Διαδρομές 2,4: Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα 

σε πηκτή αγαρόζης 2% μετά το δεύτερο στάδιο της semi-nested PCR (A).
Διαδρομές 3,5: Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για το Β-κυτταρικό υποδοχέα 

σε πηκτή αγαρόζης 2% μετά το δεύτερο στάδιο της semi-nested PCR (Β).



3 .3  ΠΡΙΜΟΔΟΤΙΚΑ ΜΟΡΙΑ ΠΑΚΕΤΟΥ ΥΛΙΚΩΝ

INVIVOSCRIBE TECHNOLOGIES

Η διεξαγωγή των αντιδράσεων PCR έγινε σύμφωνα με τις οδηγίες της 

εταιρίας InVivoScribe Technologies για το πακέτο υλικών IGH Gene 

Rearrangem ent Assay.

Οι συνθήκες ήταν οι ακόλουθες:

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

DNA 200ng /rxn

M aster mix Βλέπε παρακάτω

Platinum® Taq DNA Polymerase lU /rx n

Οι κύκλοι της αντίδρασης έγιναν επίσης σύμφωνα με τις οδηγίες της 

InVivoScribe Technologies αλλά με ελάχιστες τροποποιήσεις λόγω της 

χρήσης της πολυμεράσης Platinum® Taq DNA Polymerase:

1. 94°C για 2min,

2. 94°C για 30sec,

3. 55°C για 30sec,

4. 72°CY ialm in,

5. Επανάληψη των σταδίων 2-4 άλλες 39 φορές

6. 72°C για lOmin

To M aster mix που χρησιμοποιήθηκε στην αντίδραση, περιείχε μίγμα 

των πριμοδοτικών μορίων για το εκάστοτε πλαίσιο (FR1, FR2, FR3) και τα 

απαραίτητα κατιόντα μαγνησίου για τη διεξαγωγή της PCR. Η ακριβής του 

σύσταση αποτελεί ιδιοκτησία της εταιρίας InVivoScribe Technologies και δεν 
είναι γνωστή.

,* Λ
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Επιτυχημένη διεξαγωγή της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης 
οδηγεί στην ενίσχυση τμημάτων DNA μεγέθους:

• 69-129bp για το FR1
• 235-295bp για το FR2
• 290-360bp για το FR3

Η χρήση του πακέτου υλικών IGH Gene Rearrangem ent Assay και 

της πολυμεράσης Platinum® Taq DNA φάνηκε να ενισχύει με επιτυχία το Β- 

κυτταρικό υποδοχέα (Εικόνες 45 και 46).

Για τον έλεγχο της ποιότητας του γενετικού υλικού, χρησιμοποιήθηκε 

ένα επιπλέον M aster mix το οποίο συμπεριλαμβάνεται στο πακέτο υλικών 

IGH Gene Rearrangem ent Assay. Το συγκεκριμένο M aster mix περιείχε 

εκτός από τα απαραίτητα κατιόντα μαγνησίου για τη διεξαγωγή της PCR και 

δύο πριμοδοτικά μόρια ειδικά για την περιοχή HLA-DQa. Οι συνθήκες 

διεξαγωγής της PCR ήταν ίδιες με αυτές για το Β-κυτταρικό υποδοχέα, ενώ 

επιτυχημένη διεξαγωγή της οδηγεί στην ενίσχυση τμημάτων DNA μεγέθους 

235bp (Εικόνα 46).

Ζικ. 45: Διαδρομές 1,11: Πρότυπο μοριακών βαρών TracklVΜ lOObp DNA Ladder.
Διαδρομές 2,5,8: Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για το FR1 του Β-κυτταρικού 

ιποδοχέα σε πηκτή αγαρόζης 2%.
Διαδρομές 3,6,9: Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για το FR2 του Β- 

:υτταρικού υποδοχέα σε πηκτή αγαρόζης 2%.
Διαδρομές 4,7,10: Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για το FR3 του Β- 

υτταρικού υποδοχέα σε πηκτή αγαρόζης 2%.
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Εικ. 46: Διαδρομή 1: Πρότυπο μοριακών βαρών TracklPΜ lOObp DNA Ladder.
Διαδρομή 2: Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για το FR1 του Β-κυτταρικού 

υποδοχέα σε πηκτή αγαρόζης 2%.
Διαδρομή 3: Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για το FR2 του Β-κυτταρικού 

υποδοχέα σε πηκτή αγαρόζης 2%.
Διαδρομή 4: Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για το FR3 του Β-κυτταρικού 

υποδοχέα σε πηκτή αγαρόζης 2%.
Διαδρομή 5: Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR για τον έλεγχο της ποιότητας του 

DNA σε πηκτή αγαρόζης 2%.
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4 . ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΩΝ DNA ΜΕ ΤΟ 

ΥΠΟΛΟΓΙΣΤΙΚΟ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ MEGA 4  ΚΑΙ 

ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΚΗ ΑΝΑΖΗΤΗΣΗ ΠΑΡΟΜΟΙΩΝ 

, ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΩΝ ΜΕΣΩ ΤΟΥ ΑΛΓΟΡΙΘΜΟΥ BLAST

Μετά την ανάγνωση της αλληλουχίας των ανασυνδυασμένων 

πλασμιδίων, όλες οι αλληλουχίες εξετάστηκαν με χρήση του προγράμματος 

MEGA 4 ώστε να επιλεχθεί το τμήμα εκείνο που ανταποκρίνεται στο εκάστοτε 

ένθεμα. Σύμφωνα με τον περιοριστικό χάρτη του φορέα κλωνοποίησης 

pCRII® -  ΤΟΡΟ® της εταιρίας Invitrogen, το ένθεμα περιέχεται μεταξύ των 

εξανουκλεοτιδίων GAATTC τα οποία αναγνωρίζονται από το περιοριστικό 

ένζυμο EcoRI. Με τη βοήθεια του προγράμματος MEGA 4, βρέθηκαν τα 

ανωτέρω εξανουκλεοτίδια και επιλέχθηκε μόνο η μεταξύ τους αλληλουχία.

Ακολούθως, έγινε συγκριτική αντιστοίχιση των αλληλουχιών με τη 

*' βοήθεια του αλγορίθμου CLUSTALW για το καθένα από τα τρία πλαίσια

(FR1,FR2,FR3) του Β-κυτταρικού υποδοχέα και κατασκευάστηκαν τα 

' αντίστοιχα φυλογενετικά δέντρα με τη μέθοδο κατασκευής Neighbor-Joining.

Τα τμήματα των αλληλουχιών που περικλείονταν από τις περιοχές 

αναγνώρισης του περιοριστικού ενζύμου EcoRI χρησιμοποιήθηκαν για την 

εύρεση παρόμοιων αλληλουχιών, ήδη κατατεθειμένων σε ειδική βάση 

δεδομένων. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε ο αλγόριθμος BLAST και 

στις αλληλουχίες που βρέθηκαν, έγινε συγκριτική αντιστοίχισή τους με τις 

αλληλουχίες που προέκυψαν από την παρούσα διδακτορική διατριβή μέσω 
του αλγορίθμου CLUSTALW.
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Α) Συγκριτική αντιστοίχιση μέσω του αλγορίθμου CLUSTALW 

των αλληλουχιώ ν που προέκυψ αν από την παρούσα διδακτορική  

διατριβή.

Στις εικόνες 47 - 49 παρουσιάζεται η συγκριτική αντιστοίχιση των 

αλληλουχιών που προέκυψαν από την παρούσα διδακτορική διατριβή μέσω 

του αλγορίθμου CLUSTALW.
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λ:. 47: Συγκριτική αντιστοϊχιση των αλληλουχιώ ν για ιο FR1 μέσω του αλγορίθμου
CLUSTALW του προγράμματος MEGA 4.
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E ik. 48: Συγκριτική αντιστοΐχιση των αλληλουχιώ ν για το FR2 μέσω του α
CLUSTALW του προγράμματος MEGA 4.
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. 49: Συγκριτική αντιστοίχιση των αλληλουχιώ ν για το FR3 μέσω του αλγορίθμου  
CLUSTALW του προγράμματος MEGA 4.
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Β) Εύρεση παρόμοιων αλληλουχιών μέσω του αλγόριθμου BLAST.-

I. Πριμοδοτικά μόρια (primers) κατά Meier et ah.

Α /α

ΠΕΡΙΠΤΩΣΗΣ
ΠΑΡΟΜΟΙΑ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ

6

Chromosome 9

Homo sapiens purine nucleoside phosphorylase (PNP)

Pongo abelii solute carrier family 35, m em ber D3

(SLC35D3)

Chromosome 14, KIAA gene

Chromosome 8, Homo sapiens zinc finger and  AT hook 

dom ain containing (ZFAT)

Chromosome l l q

7 Chromosome 15

12

Chromosome 9

Synthetic construct DNA, gene for N -acetyltransferase

9

Chromosome 8, Homo sap iens zinc finger and  AT hook 

dom ain containing (ZFAT)

Synthetic construct DNA, gene for N -acetyltransferase

9

15

Homo sapiens protein arginine m ethyltransferase 7

(PRMT7)

Chromosome 9q34

Τα παραπάνω ευρήματα απέδειξαν ότι η χρήση των πριμοδοτικών 

μορίων κατά Meier et ah σε αντιδράσεις PCR για την ενίσχυση του Β-

κυτταρικού υποδοχέα, δεν οδηγούν στο επιθυμητό αποτέλεσμα. Αν και τα
'Λ

παραγόμενα προϊόντα της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης 

ανταποκρίνονται από άποψη μεγέθους στα αναμενόμενα, ωστόσο, λόγω μη 

ειδικής σύνδεσης (non-specific binding) των πριμοδοτικών μορίων με το
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Λ

εκμαγείο DNA, κατά τις αντιδράσεις PCR ενισχύονται μη επιθυμητές 

περιοχές DNA.

-.ρ

%
II. Πριμοδοτικά μόρια του πακέτου υλικών IGH G ene Rearrangem ent 

A ssay.

Τα αποτελέσματα της σύγκρισης των αλληλουχιών που προέκυψαν 

από την παρούσα μελέτη με αναδιατάξεις καταθετειμένες στη βάση 

δεδομένων της NCBI, μας απέδειξαν ότι τα πριμοδοτικά μόρια που 

χρησιμοποιήσαμε είναι ειδικά έναντι των τριών πλαισίων (FR1, FR2, FR3) της 

βαριάς αλυσίδας του Β-κυτταρικού υποδοχέα και καταφέρνουν να 

"s ενισχύσουν μ ε επιτυχία τις επιθυμητές περιοχές (Εικόνα 50).

^  )Βκ£ίΑΚϋ7Ί05.11 Hobd sapiens partial I5HV3-23*G1 gene for iaunoglobulin heavy
{, chain variable region, IGHV3-23*G1 allele, done Q408A34

Length-SG2
£ Score» 131 bits (144), Expect = 7e-28 Identities = £6/98 (891), Gaps = 3/98 (34)

Strandsflus/Plus
Query 7 ACACGGCTaIATATrACTGTGCGAGAGAAGTA5TACi3^CTGCIAGAAAC7TIGACTACT 66

m m i  m m m m i i i i  n i i i m i m m i m  i m i m nSbjct 353 AChCGGCCGTAIAIIACIGIGCSAAAGIAGIAGIACC^CIGGAC— CGIIGACTACT 409
Query 67 SGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGTAAS 104

m i i i i n i  i i m i i i i i i i m i m i i i i i  π
Sbjct 410 GGC^OGGGAACCaGGICACCGiaCCIQGGIGAG 447

Ε ικ .5 0  : Εύρεση παρόμοιας αλληλουχίας μέσω του αλγορίθμου BLAST.
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Α /α
ΠΕΡΙΠΤΩΣΗΣ

ΠΑΡΟΜΟΙΑ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ

FR1 FR2 FR3

1 -
IgHV3-23*01

IgHV3-23*01
IgHV3-23*01

2 IgHV3-23*01 IgHV3-23*01 IgHV3-23*01

3 IgHV3-23*01 IgHV3-23*01 IgHV3-23*01

4 - IgHV3-23*01 IgHV3-23*01

5 - IgHV3-23*01 IgHV3-23*01

6 - - IgHV3-23*01

7 IgHV3-23*01 IgHV3-23*01 IgHV3-23*01

8 IgHV3-23*01 - IgHV3-23*01

9 IgHV3-23*01 IgHV3-23*01 IgHV3-23*01

10 IgHV3-23*01 IgHV3-23*01 IgHV3-23*01

11 IgHV3-23*01 - IgHV3-23*01

12 - IgHV3-23*01 IgHV3-23*01

13 IgHV3-23*01 - IgHV3-23*01

14 IgHV3-23*01. - IgHV3-23*01

15 IgHV3-23*01 IgHV3-23*01

16 IgHV3-23*01 - IgHV3-23*01

17 IgHV3-23*01 - IgHV3-23*01

Η ομοιότητα των αλληλουχιών που παρήχθησαν κατά την παρούσα 

διδακτορική διατριβή με τις ήδη κατατεθειμένες κυμαίνεται μεταξύ 87-95%. 

Στην πλειοψηφία των αναδιατάξεων που ανιχνεύσαμε, συμμετέχουν τα 

γονίδια της οικογένειας IgHV3-23*01.

.VS
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Λ

Γ) Σ υ γ κ ρ ιτ ικ ή  αντισ το ίχ ισ η  μέσω  του αλγορίθμου CLUSTALW  

τω ν αλληλουχιώ ν που η ρ ο έκυ ψ α ν από τη ν  παρούσα δ ιδακτορ ική  

δ ια τρ ιβ ή  με π αρόμοιες α λληλουχίες.

Στις εικόνες 5 1 - 5 3  παρουσιάζεται η συγκριτική αντιστοίχιση των 

αλληλουχιών που προέκυψαν από την παρούσα διδακτορική διατριβή με 

παρόμοιες αλληλουχίες, μέσω του αλγορίθμου CLUSTALW.

|Κ
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Ευc. 51: Συγκριτική αντιστοίχιση όλων των αλληλουχιώ ν για το FR1 μέσω u  

αλγορίθμου CLUSTALW του προγράμματος MEGA 4.
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E lk:. 53: Συγκριτική αντιστοναση όλω ν των αλληλουχιώ ν για το FR3 μέσω του 
αλνοοίθυου CLUSTALW του ποονοάυυατοο MEGA 4.



A

Δ) Κατασκευή δενδρογραμμάτων για τις αλληλουχίες που 
προέκυψαν από την παρούσα διδακτορική διατριβή με τη μέθοδο 

κατασκευής Neighbor-Joining .

Στις εικόνες 54 - 56 παρουσιάζονται τα δενδρογράμματα που 
κατασκευάστηκαν με τη μέθοδο Neighbor-Joining, για τις αλληλουχίες που 

προέκυψαν από την παρούσα διδακτορική διατριβή.

99
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16

15

4

Εικ. 54 : Κατασκευή δενδρογράμματος μ ε  βάσ η τις αλληλουχίες για το FR1.
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1 BAND2

5

1 BAND1 

7

Εικ. 55: Κατασκευή δενδρογράμματος μ ε βάση τις αλληλουχίες για το FR2.
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Εικ. 56: Κατασκευή δενδρογράμματος με βάση τις αλληλουχίες για το FR3.

(I

Ε) Κατασκευή δενδρογραμμάτων για  τις αλληλουχίες που  

προέκυψαν από την παρούσα διδακτορική διατριβή και για  

παρόμοιες αλληλουχίες με τη μέθοδο κατασκευής Neighbor-Joining.

Στις εικόνες 57 - 59 παρουσιάζονται τα δενδρογράμματα που 

κατασκευάστηκαν με τη μέθοδο Neighbor-Joining, για τις αλληλουχίες που 

προέκυψαν από την παρούσα διδακτορική διατριβή και για παρόμοιες 
αλληλουχίες.
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FJ385393.1

• AJ279537.1 

4

Εικ. 57: Κατασκευή δενδρογράμματος μ ε  βάση τις αλληλουχίες για το FR1.
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Βικ. 58 : Κατασκευή δενδρογράμματος μ ε  βάσ η τις αλληλουχίες για  το FR 2.
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Εικ. 59: Κατασκευή δενδρογράμματος μ ε  βάση τις αλληλουχίες για το FR3.



ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Το διάχυτο λέμφω μα από μεγάλα Β -λεμφοκύτιαρα (DLBCL) αποτελεί 

τον πιο συχνά παρατηρούμενο τύπο non-H odgkin  λεμφώ ματος στο Δυτικό 

κόσμο (25-30%), αριθμώντας 3 0 .0 0 0  νέα περιστατικά κάθε χρόνο, μ ε  τις 

αναπτυσσόμενες χώρες να εμφανίζουν το υψηλότερο ποσοστό κρουσμάτων 

της νόσου (8). Εκτεταμένες μελέτες έχουν δείξει ότι το DLBCL εμφανίζει 

μεγάλη μορφολογική, ανοσοφαινοτυπική κα ι γενετ ικ ή /μ ορ ια κ ή  ετερογένεια 

(2-4). Λόγω της μεγάλης ετερογένειας, ο Π αγκόσμιος Ο ργανισμός Υγείας 

(WHO) το 2008  διέκρινε το DLBCL σε μορφ ολογικές πο ικ ιλ ίες, μ ορ ια κούς 

κα ι φ αινοτυπικούς υποτύπους, σύμφωνα μ ε  τα μορφολογικά, 

μοριακά /γενετικά  κα ι ανοσοφαινοτυπικά χαρακτηριστικά  των περιπτώσεων 

DLBCL (1).

Κατά την παρούσα διδακτορική διατριβή έγινε προσπάθεια  να 

προσεγγιστεί η νόσος μ ε  χρήση μοριακώ ν τεχνικών. Στόχοι της μελέτης μ α ς  

ήταν η ανίχνευση π ιθα νή ς μονοκλωνικότητας κα ι των εκάστοτε κλωνικών 

αναδιατάξεων σε περιπτώ σεις οι οπο ίες ε ίχαν  διαγνωσθεί ως διάχυτο  

λέμφωμα από μεγάλα Β-λεμφοκύτταρα από  το εργαστήριο Π αθολογικής 

Ανατομίας του Π ανεπιστημιακού Γενικού Ν οσοκομείου Ιωαννίνων. 

Επιπρόσθετοι στόχοι της μελέτης μ α ς  ήταν αφενός η σύγκριση των κλωνικών 

αναδιατάξεων που προέκυψ αν από  την παρούσα διδακτορική  διατριβή μ ε  

αλληλουχίες αναδιατάξεων οι οποίες έχουν παρατηρηθεί σε άλλες μελέτες 

και είναι κατατεθειμένες στην παγκόσμ ια  βάση δεδομέων της NCBI, κα ι 

αφετέρου η εξακρίβωση π ιθανής προτιμώ μενης αναδιάταξης σε περιστατικά 

DLBCL στην περ ιοχή  της Η πείρου.

Η κυρτότερη τεχνική της Μ οριακής Β ιολογίας που  χρη σ ιμ οπ ο ιή θη κε 

στην παρούσα μελέτη ήταν η Αλυσιδωτή Αντίδραση Π ολυμεράσης (PCR) 

(140) για  την ενίσχυσή του γονιδιακού τόπου της βαριάς αλυσίδας του Β- 

κυτταρικού υποδοχέα . Η PCR είναι μ ία  ιδιαίτερα ευαίσθητη μ έθοδος η οποία  

απαιτεί πληθώρα ιδιαίτερων κα ι εξειδικευμένων συνθηκών για  να  αποδώσει



A

ία επιθυμητά αποτελέσματα. Για το λόγο αυτό έγινε πληθώρα δοκιμών που 
αποσκοποΰσαν στην εύρεση των ευνοϊκότερων συνθηκών για την τέλεση της 

PCR (γενετικό υλικό, πριμοδοτικά μόρια κλπ).
Η χρήση του πακέτου υλικών IGH Gene Rearrangement Assay For 

Identification of B Cell Clonality της InVivoScribe Technologies είχε ως 
αποτέλεσμα την ανίχνευση των κλωνικών αναδιατάξεων του Β-κυτταρικού 

υποδοχέα σε όλα τα περιστατικό (17/17) τα οποία μελετήσαμε στην παρούσα 

διδακτορική διατριβή. Η ομολογία των αλληλουχιών που προέκυψαν από τη 

μελέτη μας με τις ήδη κατατεθειμένες αναδιατάξεις κυμαίνεται από 87-95%.

Όσον αφορά τα ποσοστά ανίχνευσης των κλωνικών αναδιατάξεων για 
καθένα από τα επιμέρους πλαίσια, η χρήση των συγκεκριμένων 

πριμοδοτικών μορίων έδωσε αποτελέσματα σε ποσοστό 70,6% (12/17) ένανπ 

του FR1, 52,9% (9/17) έναντι του FR2 και 100% (17/17) έναντι του FR3. Το 

γεγονός ότι σε κάποια περιστατικά δεν ανιχνεύθηκαν, μετά από 

επαναλαμβανόμενες δοκιμές, οι κλωνικές αναδιατάξεις σε ένα ή δύο από τα 

τρία πλαίσια, αποδίδεται στη χρήση ανεπαρκούς ποσότητας ή κακής 

ποιότητας DNA-εκμαγείου. Εντύπωση προκαλεί το γεγονός ότι η ενίσχυση 

έναντι του FR2 απέδωσε το χαμηλότερο θετικό ποσοστό. Εάν λάβουμε 

υπόψιν το γεγονός ότι η περιοχή FR1 είναι μεγαλύτερη της αντίστοιχης για το 

FR2, θα έπρεπε να εμφανίζει και το χαμηλότερο ποσοστό ενίσχυσης μέσω 

PCR. Για την ασυνέπεια αυτή πιθανότατα ευθύνονται τα πριμοδοτικά μόρια 

έναντι του FR2, τα οποία φαίνονται να είναι λιγότερο αποδοτικά σε σχέση με 
αυτά έναντι των FR1 και FR3.

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της διαδικτυακής έρευνας για την 

εύρεση παρόμοιων αλληλουχιών μέσω του αλγορίθμου BLAST, η κυρίαρχη 

κλωνική αναδιάταξη είναι η IgHV3-23*01, όσον αφορά στις περιπτώσεις τις 

οποίες μελετήσαμε. Η παρουσία μιας κυρίαρχης αναδιάταξης και η 
προτιμώμενη χρήση VH γονιδίων τα οποία προέρχονται από μία 

συγκεκριμένη οικογένεια, εγείρει ερωτήματα σχετικά με την αμερόληπτη και 

τυχαία επιλογή των εν λόγω γονιδίων και του λειτουργικού ρόλου των 

ανοσοσφαιρινών που κωδικοποιούνται από αυτά. Τα παραπάνω ερωτήματα 
στηρίζουν παλαιότερες μελέτες οι οποίες αναφέρουν την κυρίαρχη χρήση

142
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γονιδίων της οικογένειας VH3 από αντισώματα έναντι του καψ ιδ ΐακού 

πολυσακχαρίτη του H aem oph ilus in fluenza  τύπου β (155, 156) ή τη 

συμμετοχή αντισωμάτων μ ε  γονίδια VH4-21 σε αυτοάνοσα νοσήματα (157- 

159). Επιπρόσθετα, γονίδια της οικογένειας VH3 -  κα ι ειδικότερα το γονίδιο 

VH3-23 -  φαίνεται να επικρατούν έναντι όλων των άλλων ακόμα  κα ι σε 

μελέτες που έχουν γίνει σε υγιή  άτομα κα ι αφορούσαν σε φυσιολογικά 

λεμφοκύτταρα (160-165). Ο M ackw orth-Y oung κα ι οι συνεργάτες του 

απέδειξαν σε έρευνές τους (166-168) ότι το γονίδιο V H 3-23 κω δικοποιεί 

πολυ-αντιδραστικά αντισώματα, δηλαδή αντισώματα τα οποία  έχουν την 

ικανότητα να αναγνωρίζουν ένα μεγάλο εύρος αντιγόνων, 

συμπεριλαμβανομένω ν κα ι αυτο-αντιγόνων.

Οι λόγοι στους οπο ίους οφείλεται η υψ ηλή  συχνότητα εμφάνισης 

κάποιων συγκεκριμένων γονιδίων -  όπω ς του VH 3-23 - έχουν γίνει 

αντικείμενο πολλών μελετών. Σημαντικό ρόλο πιστεύεται ότι διαδραματίζει η 

περιοχή  συμπληρω ματικότητας CDR3, καθώ ς αντισώματα π ο υ  φέρουν ίδιου 

μ ήκους και νουκλεοτιδ ικής αλληλουχίας CDR3 φαίνεται να  έχουν παρόμοια  

αντιγονική αντιδραστικότητα (161, 168-170). Ιδιαίτερης σπουδαιότητας είναι 

κα ι οι ακολουθίες RSS. Οπως έχει αναφερθεί προηγουμένω ς (2.5 Γονιδιακός 

ανασυνδυασμός ανοσοσφαιρινών, Α) Α νασυνδυασμός V(D)J], οι ακολουθίες 

RSS είναι εξαιρετικά συντηρούμενες κα ι περ ιλαμβάνουν ένα μοτίβο από  ένα 

επταμερές (heptam er) (CACAGTG) κα ι ένα εννιαμερές (nonam er) 

(ACAAAAACA). Ωστόσο, είναι δυνατόν τα δύο αυτά μοτίβα  να παρουσιάζουν 

αποκλίσεις από τη συνήθη αλληλουχία  τους. Δ ιαφορές στην αλληλουχία  του 

επταμερούς κα ι του εννιαμερούς μοτίβου επηρεάζουν την αναγνώριση α πό  το 

σύμπλοκο πρωτεϊνών RAG και -κ α τά  συνέπεια  -  κα ι τον σχηματισμό δομ ής 

«φουρκέτας» κα ι τον ανασυνδυασμό V(D)J (171, 172). Φ αίνεται δηλαδή ότι οι 

νουκλεοτιδικές αυτές διαφορές ευνοούν τον ανασυνδυασμό κάποιω ν 

γονιδίων, έναντι άλλων. Μελέτες οι οποίες έχουν γίνει σε ποντίκια  (173-176),

έχουν δείξει ότι VH γονίδια, τα οποία  εδράζονται κοντά στον γενετικό τόπο
,*·Λ

των JH  γονιδίων, εμφανίζουν υψηλότερες συχνότητες εμφ άνισης σε γεγονότα 

ανασυνδυασμού σε σύγκριση μ ε  π ιο  μ α κρ ινά  VH γονίδια.
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Οι Lossos et a l  το 2000 (177) απέδειξαν την αμερόληπτη χρήση VH 
γονιδίων στα 71 περιστατικά DLBCL τα οποία μελέτησαν. Ωστόσο, είναι 
ιδιαίτερα ενδιαφέρον ότι οι πιο συχνά εμφανιζόμενες αναδιατάξεις ήταν οι 

 ̂ VH3-23 και VH4-34 σε ποσοστό 10,3% και 8,6%, αντίστοιχα. Αλλες μελέτες

(178-181) σχετικά με την αμερόληπτη ή μη χρήση VH γονιδίων σε 

περιπτώσεις DLBCL στηρίζουν τα ευρήματα των Lossos et a l. Οι Dailey et a l  
(178) μελέτησαν 10 περιστατικά DLBCL και δε βρήκαν σημαντικές διαφορές 

στη συχνότητα εμφάνισης κάποιου συγκεκριμένου VH γονιδίου. Ωστόσο, στη 
μελέτη αυτή, γονίδια της οικογένειας VH3 φάνηκε να επικρατούν έναντι όλων 

των άλλων οικογενειών. Σε παρόμοια αποτελέσματα κατέληξαν και οι 

Kuppers et a l  (179), οι οποίοι μελέτησαν 19 περιπτώσεις DLBCL και οι 

Rosenquist et a l  (180), οι οποίοι μελέτησαν 35 περιπτώσεις DLBCL. 

Ωστόσο, θα πρέπει να αναφερθεί ότι οι τελευταίοι - αν και μελέτησαν έναν 

\. μεγάλο αριθμό περιπτώσεων DLBCL, μέσω αντίδρασης PCR - δε

;κ συμπεριέλαβαν στις ερευνητικές μεθόδους τους την κλωνοποίηση και την
ι

'■ εύρεση αλληλουχίας (sequencing) των προϊόνιων που προέκυψαν από την
I '
“ PCR, όπως έγινε στην παρούσα μελέτη. Για το λόγο αυτό δεν μπορεί να

Γίι επιβεβαιωθεί η κλωνικότητα των περιπτώσεων που μελέτησαν. Την μη

επιλεκτική χρήση VH γονιδίων επιβεβαίωσαν το 2001 και οι Nakamura et a l 
(181), οι οποίοι μελέτησαν 10 περιπτώσεις CD5+ DLBCL και 29 περιπτώσεις 
CD5- DLBCL.

Παλαιότερη μελέτη των Hsu et a l  (182) το 1995 είχε δείξει την 
προτιμώμενη «χρήση» της αναδιάταξης VH4-21 σε περιστατικά DLBCL. Η 

μελέτη τους περιέλαβε 17 περιπτώσεις DLBCL, σε 15 από τις οποίες η βαριά 

αλυσίδα του Β-κυτταρικού υποδοχέα αποτελούνταν από V γονίδια της 

οικογένειας VH4 (88%), 1 από γονίδια της οικογένειας VH1 (6%) και 1 της 
οικογένειας VH3 (6%). Ειδικότερα, 11 από τις 15 περιπτώσεις που εμφάνιζαν 

γονίδια της οικογένειας VH4-21. Οι Funkhouser et a l  (183) απέδειξαν την 

προτιμώμενη χρήση των γονιδίων της οικογένειας VH4-34 στο 38% των 
περιστατικών DLBCL και στο 35% των λεμφωμάτων από κύτταρα του μανδύα 

(Mantle Cell Lymphoma /  MCL) που μελέτησαν με χρήση του ανασώματος
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9G4. Σε παρόμοια ευρήματα κατέληξε και η μελέτη των S tevenson  αΐ. 

(184), οι οποίοι χρησιμοποίησαν επίσης το αντίσωμα 9G4.

Άλλες μελέτες, οι οποίες αφορούσαν στην ανίχνευση της κ υρ ία ρχη ς 

αναδιάταξης, είχαν αποδείξει την προτιμώμενη «χρήση» της αναδιάταξης 

VH3-21 σε περιστατικά MCL (185, 186). Οι K ipps e t al. (187) πρότειναν την 

αναδιάταξη VH1-69 κα ι οι Fais et al. (188) την αναδιάταξη VH 4-34 σε 

περιπτώσεις Χρόνιας Λ εμφοκυτταρικής Λ ευχαιμ ίας (C hronic Lym phocytic 

L eukaem ia /  CLL). Η αναδιάταξη VH4-21 αναφέρεται κα ι ως η κυρ ίαρχη  

αναδιάταξη σε περιπτώσεις λεμφωμάτων σχετιζόμενων με την ασθένεια του 

AIDS στη μελέτη των Riboldi e t a l  (189).

Ιδιαίτερης προσοχής χρήζει το περιστατικό #1 της μελέτης μ α ς. Η 

Αλυσιδωτή Αντίδραση Π ολυμεράσης έναντι του FR2 για  το συγκεκριμένο 

περιστατικό οδήγησε στην ενίσχυση δύο διαφορετικών περιοχώ ν DNA κα ι 

στην εμφάνιση δύο θραυσμάτων κατά την ηλεκτροφόρηση σε πηκτή  

αγαρόζης 2%, τα οποία  ανταποκρίνονταν στα αναμενόμενα μεγέθη . Η εύρεση 

της αλληλουχίας τους κα ι η σύγκρισή τους μ ε  κατατεθειμένες αλληλουχίες 

είχε ως αποτέλεσμα την επιβεβαίωση ότι κα ι οι δύο αλληλουχίες 

ανταποκρίνονται σε κλωνικές αναδιατάξεις του Β -κυτταρικού υποδοχέα . Το 

γεγονός αυτό μ πορεί να ερμηνευθεί ως εξής: η μ ία  αλληλουχία  προέκυψ ε 

από την πρώτη αναδιάταξη του Β- κυτταρικού υποδοχέα , η οποία  όμως ήταν 

μη παραγωγική (non-productive). Η δεύτερη αλληλουχία  ανταποκρίνεται 

στην αναδιάταξη του ομόλογου χρωμοσώματος, η οπο ία  ήταν κα ι η 

παραγωγική.

Ιδιαίτερη αναφορά π ρ έπ ε ι να γίνει γ ια  τα περιστατικά # 2 ,# 3  κα ι #4  της 

μελέτης μ α ς  τα οποία  δεν αφορούν λεμφώ ματα DLBCL. Τα συγκεκριμένα  

περιστατικά έχουν διαγνωσθεί ως χρόνια  ενεργός γαστρίτιδα, floral πο ικ ιλ ία  

οζώ δους/θυλακιώ δους λεμφώματος κα ι δέρμα μετά από  τσ ίμ πη μ α  εντόμου,

αντίστοιχα. Σε μελέτες οι οποίες έχουν γίνει σχετικά μ ε  τήν παρουσία
.'Λ

μονοκλωνικών πληθυσμώ ν Β-λεμφοκυττάρων σε περιστατικά γαστρίτιδας, τα 

θετικά αποτελέσματα κλωνικότητας κυμαίνονταν α πό  0% -85%  (190-193). Οι 

διαφορές αυτές μ πορούν  να αποδοθούν στα διαφορετικά πρωτόκολλα
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Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης που ακολουθήθηκαν από την 
εκάστοτε ερευνητική ομάδα. Όσον αφορά στο περιστατικό 
οζώδους/θυλακιώδους λεμφώματος, η συγκεκριμένη πάθηση είναι γνωστό 

* ότι εμφανίζει κλωνικότητα και έχει μελετηθεί εκτεταμένα στο παρελθόν (194- 

201). Αναφορές έχουν γίνει και για περιστατικά όπου ανιχνεύθηκε 
μονοκλωνικότητα Β-λεμφοκυττάρων σε δείγματα δέρματος μετά από 

τσίμπημα εντόμου (202, 203). Σπς περιπτώσεις αυτές, υπερευαισθησία των 
ασθενών στο τσίμπημα του εντόμου προκάλεσε την ενεργοποίηση του ιού 
Epstein-Barr (EBV), με αποτέλεσμα την εμφάνιση λεμφώματος.

1 4 6
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Από τα πειραματικά αποτελέσματα της μελέτης μας προκύπτει το 

συμπέρασμα ότι η Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης έναντι του πλαισίου 

FR3 της βαριάς αλυσίδας του Β-κυτταρικού υποδοχέα αποτελεί την 

προτιμότερη επιλογή για τη διαπίστωση πιθανής μονοκλωνικότητας σε 

περιστατικά DLBCL, καθώς κατάφερε να ενισχύσει με επιτυχία τις 

επιθυμητές περιοχές σε ποσοστό 100%.

Ένα δεύτερο συμπέρασμα που προκύπτει από την παρούσα εργασία 

είναι ότι η εύρεση της αλληλουχίας της κάθε αναδιάταξης είναι απαραίτητη 

αφενός γιατί επιβεβαιώνει την επιτυχημένη διεξαγωγή των αντιδράσεων PCR 

και αφετέρου γιατί μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη σύγκριση με άλλες 

αλληλουχίες μέσω του αλγορίθμου BLAST και να οδηγήσει στην αναγνώριση 

της εκάστοτε αναδιάταξης.

Τέλος, βάση των αποτελεσμάτων μας, η αναδιάταξη που κυριαρχεί στις 

περιπτώσεις τις οποίες εξετάσαμε περιλαμβάνει τα γονίδια της οικογένειας 

IgHV3-23 και συγκεκριμένα το γονίδιο IgHV3-23*01. Η κυριαρχία της 

συγκεκριμένης αναδιάταξης χρήζει περαιτέρω μελέτης, ώστε να διαπιστωθεί ο 

πιθανός ρόλος της στην εξέλιξη της νόσου σε σύγκριση με περιστατικά στα 

οποία κυριαρχεί αναδιάταξη που περιλαμβάνει διαφορετικά VH γονίδια, 

καθώς και ο σχεδιασμός φαρμάκων ειδικών έναντι των κυττάρων που φέρουν 
τη συγκεκριμένη αναδιάταξη.



Π ΕΡΙΛήΨ Η

Το διάχυτο λέμφω μα από  μεγάλα Β -λεμφοκύτιαρα  (DLBCL) αποτελεί 

τον πιο  συχνά εμφανιζόμενο τύπο non-H odgkin  λεμφώ ματος στο Δυτικό 

κόσμο (25-30%) κα ι αποτελεί μ ία  νόσο μ ε  μεγάλη μορφολογική, 

ανοσοφαινοτυπική κα ι γενετική /μ ορ ια κή  ετερογένεια.

Οι στόχοι της παρούσας διδακτορικής διατριβής περ ιλάμβαναν την 

ανίχνευση μονοκλωνικότητας σε ιστολογικά δείγματα ασθενών με DLBCL με 

χρήση μοριακών τεχνικών, την αναγνώριση των εκάστοτε αναδιατάξεων κα ι 

τη σύγκρισή τους μ ε  αλληλουχίες κατατεθειμένες σε παγκόσμια  βάση 

δεδομένων κα ι τέλος την ανίχνευση π ιθα νή ς κ υ ρ ία ρ χη ς αναδιάταξης στα 

μελετούμενα περιστατικά.

Η πελέτπ πρα νυα τοπο ιήθπκε σε δύο στάδια:

Το πρώτο στάδιο περ ιλάμβανε την εύρεση των κατάλληλων συνθηκών για  

τη διεξαγωγή πειραμάτων Αλυσιδωτής Αντίδρασης Π ολυμεράσης, ώστε να 

επιτευχθεί η ενίσχυση των τριών πλαισίων (FR1, FR2, FR3) της βαριάς 

αλυσίδας του Β-κυτταρικού υποδοχέα . Π αράμετροι ο ι οποίο ι εξετάστηκαν 

ήταν η απομάκρυνση της πα ραφ ίνη ς ώστε να α πο φ ευ χθεί η ανασταλτική 

δράση της σε αντιδράσεις PCR, η εύρεση των κατάλληλων πριμοδοτικώ ν 

μορίων κα ι των βέλτιστων θερμοκρασιώ ν κα ι συγκεντρώσεων των 

αντιδραστηρίων που  θα  συμμετείχαν στις PCR. Το πρώτο στάδιο της 

παρούσας μελέτης ολοκληρώ θηκε μ ε  την αλληλούχιση τών αναδιατάξεων 

που προέκυψ αν.

Το δεύτερο στάδιο της μελέτης μ α ς  αφορούσε στην επεξεργασία των 

προαναφερόμενων αναδιατάξεων μ ε  υπολογιστικά  προγράμμ ατα , όπω ς το 

MEGA 4 κα ι μ ε  αλγορίθμους, όπω ς ο BLAST κα ι ο CLUSTALW. Η 

επεξεργασία αυτή απρσκοπούσε στη σύγκριση των αναδιατάξεων μ ε  άλλες 

γνωστές αλληλουχίες κα ι στην εύρεση π ιθα νή ς κυ ρ ία ρ χη ς αναδιάταξης.
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Αποιελέσυατα:

Τα αποτελέσματα της παρούσας διδακτορικής διατριβής αποδεικνύουν 
-=■ την ικανότητα ανίχνευσης μονοκλωνικότητας σε όλες τις μελετηθείσες 

% περιπτώσεις με τη χρήση των πριμοδοτικών μορίων έναντι του FR3, τα οποία 

συστήνουμε για ανάλογες μελέτες.

Η σύγκριση των αλληλουχιών που προέκυψαν από τη μελέτη μας με 

ήδη γνωστές αλληλουχίες αναδιατάξεων και η ομοιότητά τους σε ποσοστό 

92-97% με αυτές, μας οδήγησε στο συμπέρασμα ότι η αναδιάταξη η οποία 

κυριαρχεί στις μελετηθείσες περιπτώσεις περιλαμβάνει τα γονίδια της 
οικογένειας IgHV3-23*01. Η κυριαρχία των συγκεκριμένων γονιδίων μας 

οδηγεί στο συμπέρασμα ότι η επιλογή τους κατά την ωρίμανση των Β- 

λεμφοκυττάρων δεν αποτελεί τυχαίο γεγονός και για το λόγο αυτό θα πρέπει 

\  να εξεταστεί περαιτέρω ο ρόλος τους στην εξέλιξη της νόσου και η πιθανή

-π συμβολή τους σε προσπάθειες θεραπευτικής αντιμετώπισης της νόσου.
V
ί
✓
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SUMMARY

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) represents the m ost 

common type of non-Hodgkin’s lymphomas in W estern countries (25-30%) 

and constitutes a disease with great morphological, im m unophenotypic 

and genetic/m olecular heterogeneity.

The aim s of this study included the search  of monoclonality in 

DLBCL cases using molecular techniques, the possible identification of
»»

specific rearrangem ents and their com parison to sequences th a t are ··» 

already published in a global database and  finally, the identification of the 

prominent rearrangem ent within our cases studied.

Our study took place in two stages:

During the first stage we determ ined the proper conditions for the 

Polymerase Chain Reaction, in order to amplify the three fram es (FR1,

FR2, FR3) of the B-cell receptor’s heavy chain. The examined factors 

included the removal of excess paraffin-in order to avoid its inhibitory 

action during PCR, the selection of the proper prim ers and  of the optim um  

PCR tem peratures and com ponent concentrations. The first stage of th is 

study was completed with the sequencing of the rearrangem ents detected.

The second stage of our study consisted of the processing of the 

aforementioned rearrangem ents with com putational program s such  as 

MEGA 4 and algorithms like BLAST and CLUSTALW. This processing 

aimed a t the com parison of the rearrangem ents with other already known 

sequences and a t the identification of a  possible dom inant rearrangem ent.
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Results:

O ur results showed th a t monoclonality detected in all the studied 

cases by using the FR3 specific primers, which therefore we recommend 
* for similar studies.

The comparison of sequences, obtained in our study with others 
already known and the resulting similarities (92-97%), led u s to the 

conclusion tha t the dom inant rearrangem ent among the cases studied 

includes the IgHV3-23*01 genes. These genes’ dominance suggests that 
their “selection” during B-cell m aturation is not unbiased and therefore, 

there should be further research concerning their involvement in the 

clinical outcome of DLBCL, as  well a s  their possible contribution to 

therapy.

i*5
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